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P. aeruginosa (ou bacille pyocyanique) est un bacille a Gramatiégll a été isolé pour la
premiere fois en 1882 par Gessard. Au cours degiales décenniesPseudomonas
aeruginosa s’est imposé comme un pathogene hospitalier tn@eitant du fait du nombre et
de la gravité des infections causées. L'enquétemale de prévalence de 2006 attribule. a
aeruginosa la responsabilité de 10 % de I'ensemble des fiitfies nosocomiales en France, le
placant ainsi au oge rang des espeéces isolées juste aRselerichia coli et Saphylococcus

aureus.

P. aeruginosa est une bactérie opportuniste, capable de s'adaptede nombreux
environnements. On le rencontre a I'état saproptigtes les sols humides, sur les végétaux et
surtout dans les eaux douces, usées et marinesC@gt une bactérie indépendante de
’'homme mais elle peut étre commensale du tubestifigée portage du bacille pyocyanique
est peu fréquent chez les sujets en bonne sargé,saulement 2 a 10 % de porteurs, tandis
qgue chez les sujets hospitalisés ce taux peutdt&i50 %, voire 60 % chez les sujets

immunodéprimes (2, 3).

En milieu hospitalier, les services de soins infensont des unités a potentiel endémique
élevé pour cette bactérie, qui est a l'origine 8e% des infections nosocomiales contre
seulement 6 % dans les services de médecine dtidege (4).P. aeruginosa joue ainsi un
réle majeur dans les infections broncho-pulmonastes un degré moindre dans les infections
urinaires, les infections du site opératoire etlastériémies. La gravité et la surmortalité
observées au cours des infections liées au banjibeyanique sont dues a ses propriétés
intrinséques, a sa capacité d’adaptation vis-alwison environnement, sa résistance naturelle
a de nombreux antibiotiques et antiseptiques eheafsa capacité d’acquérir de nombreux

meécanismes de résistance (5).

Le fait le plus inquiétant de ces dernieres anmséde signalement de plus en plus fréquent
de souches dB. aeruginosa résistantes a un nombre croissant d’antibiotiqgieséme dans
certains cas de souches totalement résistantenseible des molécules disponibles, mis a
part la colistine Ces bactéries constituent, ainsi, un probléeme majeusanté publique,
d’autant plus que tres peu de nouvelles molécuwes mises sur le marché par I'industrie
pharmaceutique. Ainsi, plusieurs auteurs ont @irédnnette d’alarme face a I'imminence de

I'ére "post-antibiotique" (6-8).
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L’émergence et la diffusion de nouveaux mutant® deeruginosa de plus en plus résistants

chez les patients en cours de traitement sont tad&afacteurs pouvant conduire a I'échec
thérapeutique. Pour faire face a ce défi que domsti ces bactéries émergentes, les
établissements de santé doivent mettre en placstddsggies de surveillance et de contréle.
Ces actions impliguent une collaboration pluriddioiaire associant des infectiologues, des

microbiologistes, des hygiénistes et des épidémistes.

Au cours de cette these, nous nous sommes intérés$@pidémiologie hospitaliere de
P. aeruginosa et notamment a celle des souches multi-résistamtesilisant divers outils de
biologie moléculaire. L'ensemble des travaux gpaitr but de caractériser I'épidémiologie de
cette bactérie dans notre hopital et dans l'irdgran Est. L'identification des mécanismes de
résistance impliqués et la recherche des souciguds dans I'environnement hospitalier
devait également nous permettre d’émettre des hgpes sur l'origine de la colonisation des
patients et des modes de diffusion de la résistaafoe de proposer des choix prioritaires
parmi les mesures a mettre en ceuvre pour la piénedes infections nosocomialesPa

aeruginosa.

La premiére partie de ce document présentera urtbese bibliographique sur les différents
mécanismes de résistance aux antibiotiques et esirdbnnées épidémiologiques de
Pseudomonas aeruginosa. Puis, dans une seconde partie, nous détaillereasolitils

méthodologiques utilisés avant d’exposer les ratutte notre travail.
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1. Mécanismes de résistance &seudomonas aeruginosa aux antibiotiques

1.1. Résistances naturelles

Pseudomonas aeruginosa possede une résistance naturelle a un grand nadteorgbiotiques

en raison de la production d’'une béta-lactamasenebsomique inductible de classe C qui
n'‘est pas inhibée par le clavulanate, et d'une raesav perméabilité membranaire.
P. aeruginosa est donc naturellement résistant aux pénicillohes groupes V, G, M et A, a la
plupart des céphalosporines de troisieme génératianx quinolones de premiere génération.
P. aeruginosa est aussi généralement résistant a la kanamycihe A(9ces différents
mécanismes, se surajoute le systeme d’efflux &kAB-OprM, produit constitutivement
chez les bactéries sauvages, et qui joue un raafoental dans la résistance naturelle a de
nombreux agents toxiques ou antibiotiques donpllextamines (10) et les aminosides (11).
Il a toujours été considéré comme un micro-orgaaigiifficile a traiter en raison de sa
résistance aux antibiotiques (1P).aeruginosa n’est sensible naturellement qu’a un nombre

restreint d’antibiotiques (Figure 1).

Figure 1. Antibiogramme de la souche sauvage de référencelPAO

FEP, Céfépime ; PIP, Pipéracilline ; TZP, PipétmalTazobactam ; CTX, Céfotaxime, TIC,
Ticarcilline, TCC, Ticarcilline/Acide ClavulaniqueCAZ, Ceftazidime ; ATM, Aztréonam. ;
IPM, Imipénéme ; GM, Gentamicine ; TM, Tobramycink, Kanamicine ; CS, Colistine ;
CIP, Ciprofloxacine ; AN, Amikacine.
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1.2. Résistances acquises

1.2.1. Mécanismes de résistances glactamines

Les antibiotiques de la classe @elmctamines constituent une vaste famille de madééscqui
regroupe les pénicillines, les céphalosporines, géaemes et les monobactames. Ces
antibiotiques, caractérisés par la présence d'yaung-lactame (Figure 2), sont actuellement
les plus utilisés en thérapeutique en raison delégge spectre d’activité et de leur action

bactéricide rapide sur les bactéries sensibles.

S NH
R, — R N
17 CONH X~_-Rz | Ri—CONH® ¢ \ T
| st
—\[ ~ \
Y/ 7N =0 J=0H
0 COOH o) R, QE=t W CH,
COOH i i
N
A B C o] S0:H

Figure 2. Structure générale d@dactamines.
(A) Pénames, X=S ; Pénemes, X=C ;

(B) Céphemes, R3=H;

(C) Aztréonam (Monobactame),

La résistance auR-lactamines peut impliquer la surexpression cansi# du geneampC
codant lap-lactamase, l'acquisition d'urfglactamase extrinseque, la surproduction d'un
systeme d’efflux actif ou un déficit en porine Op(IL3).

A ce jour, lesp-lactamases sont réparties en quatre classes (ge) la classification
d’Ambler. Cette classification est la plus utilisée pratigue médicale, elle tient compte des
analogies de séquence peptidique, en particulikrsogu site enzymatique, ainsi que du profil
d'inhibition. Les enzymes de classe A, C et D pdastune sérine dans leur site catalytique

alors que celles de classe B sont actives en présknzinc.
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1.2.1.1. Résistance par hyperproduction de la dépporinase AmpC

Les céphalosporinases appartiennent a la classe 1€ dassification d’Ambler, ce sont des
sérine-enzymes. Le mécanisme le plus fréqeshtune hyperproduction constitutide
I'AmpC. La surproduction constitutive de I'enzymenpC affecte principalement I'activité de
la ticarcilline, de I'association pipéracilline-tazactam, de la ceftazidime, de I'aztréonam et
dans une moindre mesure du céfépiabituellement)'enzyme est produite en petites
quantités, toutefois, jaroduction de AmpC cheR. aeruginosa peutaugmenter de 100 a 1000
fois (14). L’hyperproduction de céphalosporinasetyfie AmpC permeP. aeruginosa de
résister a toutes lef-lactamines a l'exception des carbapénémes. Sadonaéthappe a
I'action des inhibiteurs d@-lactamases comme l'acide clavulanique ou le taztaba Le
niveau de résistance est en relation avec la daadtenzyme AmpC produite (10). La
cinétique d’hydrolyse n’est pas le reflet directldetivité enzymatique. En effet, I'efficacité
de AmpC dépend, a la fois, de la perméabilité dendéambrane externe et de I'efflux des

molécules d’antibiotiques (15).

Les B-lactamases chromosomiques sont codées par leagg (16). La régulation d’ampC
est sous la dépendance d’'un systeme de régulateanesm particulier les géenasmpR, ampD

et ampG. Le géneampR correspond a un activateur transcriptionnel dueggnpC qui est
inductible en présence delactamines et qui est réprimé par la protéine equ#r le gene
ampD. Le géneampG code une protéine transmembranaire agii comme une permeéase
pour les 1,6-anhydromurapeptides, qui sont conseércomme des molécules signal

impliquée dans l'induction denpC (17).

Récemment, il a été démontré que deux autres gampBh2 etampDh3, interviennent dans
la surexpression d'ampC. Le systéeme de régulatotiedpression du genampC varie en
fonction de l'altération en cascade ou non des gjampD, ampDh2, ampDh3 (Tableau 1)
(18). Contrairement augntérobactéries, il n’a pas encore été trouve €hezeruginosa de

céphalosporinases plasmidiques (19).
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Tableau 1. Concentrations minimales inhibitrices de s¢plactamines chez différents
mutants déletés (18).

CMI (mg/L)
Souches
CAZ FEP TIC PIP ATM IMP MEM

PAO1 1 1 12 2 1 1,5 0,38
PAOl1AampD 8 4 32 64 6 2 1
PAOl1AampDh2 0,75 1 8 1,5 1 1 0,38
PAOl1AampDh3 1 1 12 3 1,5 1 0,38
PAO1AampDh2 + AampDh3 0,75 1 6 2 0,5 15 0,38
PAOIAampD + AampDh2’ 12 12 256 48 16 1 0,38
PAOIAampD + AampDh3’ 48 32 >256 >256 16 1,5 2

PAO1AampD + AampDh2 + AampDh3 48 32 >256 >256 24 15 2

Caz, Ceftazidime ; Fep, Céfépime; Tic, Ticarcillin®ip, Pipéracilline ; Atm, Aztréonam ;
Imp, Imipéneme ; Mem, Méropéneme.
combinaisons de mutations retrouvées chez destssdiniques de P. aeruginosa.

1.2.1.2. Résistance par productionBdactamases de classe A

-Pénicillinases

On distingue dans la classe A, les pénicillinasdss$-lactamases a spectre étendu (BLSE).
Parmi les pénicillinases, sont décrites PSE-1 (fseudomonas specific enzyme) encore
dénommée CARB-2, PSE-4 (CARB-1), PSE-3 a 5, CAR&ZARB-4 (20). Toutefois,
PSE-1 est la pénicillinase majoritaire (90% de$.cass enzymes sont étroitement liées, et ne
différent que par seulement 1 ou 2 acides amings21). Ces pénicillinases hydrolysent les
carboxypeénicillines, les uréidopénicillines et |&fsulodine, et sont inactives sur la

ceftazidime et les carbapénemes.
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- B-lactamases a spectre étendu

LesB-lactamases a spectre étendu (BLSE) hydrolysensaalement les carboxypénicillines
et les uréidopénicillines, mais aussi les céphalisps (ceftazidime, céfépime, céfpirome
cefpirome et 'aztréonam) (22). L'activii@ vitro est inhibée par I'acide clavulanique et le
tazobactam (23). En plus des BLSE de type TEM &t §ti sont largement décrites chez les
entérobactéries, d’autres BLSE ont été identifileez P. aeruginosa : PER-1, VEB (1a, 1b,
2), GES (1, 2, 5, 8, 9), BEL-1, KPC.

Tableau 2.Principaleg-lactamases produites dar aeruginosa (22, 24-26).

Classification d’Ambler Groupe Enzymes
Classe A/ pénicillinase PSE PSE-1,3a5; CARB-3,4
TEM TEM-1, 2,4, 21, 24, 42, 45
SHV SHV-2a, 5, 12
Autres PER-1; VEB-1a, 1b, 2 ; GES-1, 2 ; IBC-2
Classes B / carbapénémases IMP-1,;A/®-1a4
Classes C / céphalosporinases AmpC
Classes D / oxacillinases I OXA-5, 7, 10 (PSE-2)11, 13, 14 a 17, 19, 28,
35, 45

Il OXA-2, 3,15, 20,32, 34, 36, 53

Il OXA-1, 4 ,3031
\Y OXA-9
\% LCR-1, NPS-1

Lesp-lactamases a spectre étendu sont notées en dessneétalloenzymes sont soulignées.

Entre 1992 et 1998, plusieurs souche$daeruginosa productrices de TEM ont été isolées
en France : TEM-42 (27), TEM-4 (28) , TEM-21 (29)T®&M-24 (30). Ces BLSE ont un
spectre d'activité équivalent a celui des TEM issl&€hez les entérobactéries (C3G et
aztréonam). SHV-2a a été détectée en France én(B2Y et plus tard en Thailande et en
Pologne (32). PER-1 a été identifiée dans les srifen patient d’origine turque (33). PER-1,

VEB-1 et GES-1 hydrolysent toutes Igdactamines a I'exception des carbapénemes (22).
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La diffusion des genes de classe A des BLSE jouslenimportant dans la diffusion de la
résistance aux antibiotiques, et peut limiter alasipossibilités de traitement des infections

causées pd?P.aeruginosa.

1.2.1.3. Résistance par productionBdactamases de classe D

Les oxacillinases de la classe D sont séparés gmoupes (Tableau 2). Les oxacillinases
classiques, OXA-1, OXA-2, OXA-10, hydrolysent lesarlmoxypénicillines et les
uréidopeénicillines mais sont inactives sur la cattane. Par contre les oxacillinases a spectre
étendu sont actives sur lI'ensemble fldactamines a l'exception des carbapénémes (24).
L’activité de ces enzymes n'est pas inhibée paidéclavulanique et le tazobactam, sauf
OXA-18 (24). La plupart des oxacillinases a speétemdu sont codées par genes présents sur
des plasmides ou des intégrons, ce qui contridearaiffusion facile et a une augmentation

de leur prévalence dans toute I'Europe (23).

1.2.1.4. Résistance dpdactamases de classe B

Les enzymes de ce groupe sont également connusslesawom de carbapénemases ou
métallof-lactamase§MBL) en raison de la présence d’un ou de deux asode ZA* dans

leur centre actif pour hydrolyser I@dactamines (23). Seul le monobactam est épargné pa
les caractéristiques hydrolytiques des MBL. L'dtdienzymatique des carbapénémases n'est
pas inhibée par I'acide clavulanique et le taz@acimais est supprimée par des chélateurs
ioniques, par exemple, 'EDTA (25). Plusieurs typesMBL ont été décrits : IMP, VIM,
SPM, GIM (Tableau 2) (34-38).

1.2.1.5. Résistance afidactamines par efflux actif
L'efflux actif est un mécanisme qui entraine unegyraantation de la résistance aux

B-lactamines cheP. aeruginosa. Plusieurs protéines (OprM, OprJ et OprN) agissentant

gue composants actifs des systemes d’efflux.
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Ainsi, le systeme MexAB-OprM participe a la résmta intrinséque d@. aeruginosa aux
B-lactamines et sa surexpression entraine une faildgnentation de la résistance a cette
famille d’antibiotiques, a I'exception de I'imipém& (39). Le systeme MexCD-OprJ n’affecte
que la sensibilité aux céphalosporines zwittérinag) (céfépime et cefpirome), aux
quinolones, aux macrolides, aux tétracyclines ettdaramphénicol (40). Le dernier systeme
d’efflux est le systeme MexEF-OprN qui augmenteésistance aux carbapénémes, surtout a
'imipénéme (41).

1.2.1.6. Altération de la perméabilité membranaire

Le déficit en porine OprD, protéine de la membrarterne empruntée spécifiguement par
'impénéme pour franchir la membrane externe Rleaeruginosa, se traduit par une
imperméabilité membranaire. La réduction de I'espien de cette porine conduit a une
baisse modérée de l'activité de tous les carbapés.efinsi, seule la résistance a I'impénéme
est exclusivement dépendante du niveau de proadudt@prD (42). Sur le plan clinique, on
observe une sélection plus fréquente de souch®s akeuginosa résistantes a I'imipéneme
que pour le ceftazidime et la pipéracilline (39).

1.2.1.7. Modification des cibledldaires

Ce mécanisme de résistance implique cette foia-anddification des cibles cellulaires des
B-lactamines, les protéines liant la pénicilline FRl, enzymes nécessaires a la synthese d’un
élément essentiel de la paroi bactérienne, le gagliicane (43). La sous-expression comme
la surproduction de certaines PLP, la productionPd® altérées dont l'affinité pour les
antibiotiques est réduite peut conférer aux bagsarne résistance sélective gutactamines.

La dégradation de la PLP-4 serait responsable damgmentation de la résistance a
'imipénéme et la PLP-3 augmenterait la résistaacd'aztréonam, au céfépime, a la

ceftazidime et au cefsulodin (44).
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1.2.2. Résistances aux fluoroquinolones

Les fluoroquinolones sont des antibiotiques del®sd a pouvoir bactéricide rapide comme

la ciprofloxacine (Figure 3). Ces antibiotiques patr cibles les topoisomérases bactériennes
de type Il : 'ADN gyrase et la topoisomérase I\haune de ces enzymes est formée de 2
sous-unités, GyrA et GyrB, ParC et ParE, respectérd.

Malgré leurs grandes homologies de structure etédeiences protéiques, ces deux enzymes
assurent des fonctions distinctes mais cruciales [@maintien de la topologie de 'ADN.
L’action bactéricide des fluoroquinolones résulteldocage de la progression des ADN et
ARN-polymérases (45). La résistance aux fluorogoimes chez.aeruginosa est due a la
présence de mutation dans les Quinolone ResistBetermining Regions (QRDR), des
génes codant les cibles et a la surexpressionsiensgs d’efflux (46, 47).

o
||
P~ /KV,CCIOH

L

Figure 3. Structure d’'une fluoroquinolone : la ciprofloxacine

1.2.2.1. Résistance par altérations des cibles

Les mutations dans les Quinolone Resistance-DaterqiiRegion des genegprA, gyrB,
parC et parE affectent la liaison des fluoroquinolones sur ¢ecibles (46). Chez les souches
cliniques deP. aeruginosa, I'altération des QRDR des sous-unités GyrB etCPast peu
fréquente, elle conduit a une résistance modérgeflaoroquinolones (47). Par contre, les
mutations dans le gergyrA sont plus fréquentes et sont responsables d'ugmentation
plus forte des CMI de la ciprofloxacine (CMI de B4 mg/L) (48). Toutefois, si les souches
présentant une mutation du ggaeC sont rares (49), I'association de mutations aigdans
gyrA et parC conduit a de tres hauts niveaux de résistance (C28 mg/L) (48). Les
mutations des genegyrB et parE semblent peu fréquentes et entrainent une résestan

modérée aux fluoroquinolones (48, 50).
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1.2.2.2. Résistance par efflux actif

Chez P. aeruginosa, la surexpression de la pompe MexAB/OprM, et laédeession des

systéemes MexCD-OprJ, MexEF-OprN et MexXY-OprM prquent une augmentation des
CMI de la ciprofloxacine. Les souches cliniquesstéates aux fluoroquinolones (CMI de la
ciprofloxacine > 2 mg/l) associent une surexprassiain ou de plusieurs systemes d’efflux
avec des mutations cibles (49, 51, 52). En absdaceutation cible, la surexpression des
pompes d'efflux est associée a une résistance siaibaau aux fluoroquinolones. Chez les
bactéries sauvages, le systtme MexEF-OprN répriméparticipe pas a la résistance
intrinséque deP. aeruginosa (53-55). Ainsi le mode de résistance aux fluoroglanes est

variable suivant I'origine de la souche.

1.2.3. Résistances aux aminosides

Les aminosides sont des agents antibactériensetefnoduits par les actinomycétales des
genres3reptomyces et Micronospora. La modification par voie chimique de ces sucres
aminés permet d’obtenir des dérivés hémisynthé&iqamikacine, arbékacine...) présentant

une plus faible toxicité et une meilleure activitéinseque. L’action des aminosides repose
principalement sur la capacité a inhiber la syrdh@stéique en bloquant I'action ribosomale

aux différents stades de la traduction, ou encormteoduisant des erreurs dans la synthése
peptidique (56).

1.2.3.1. Résistance par modification enzymatique

Le mécanisme majeur de la résistance aux aminosgg@ese sur la modification enzymatique
de certains groupements chimiques de ces antib&giqTrois classes d’enzymes ont été
décrites chezP. aeruginosa : les N-amino-acétyltransférases (AAC) qui catahys
l'acétylation des fonctions —-NH2, les [@osphotransférases (APH) et les
O-nucléotidyltransférases (ANT) qui permettent essfyement la phosphorylation et la
nucléotidylation des fonctions —OH (57). La modition des AAC patrticipe a la résistance
de cette espéce a la plupart des aminosides stils® thérapeutique (gentamicine,
tobramycine, nétilmicine et amikacine) (58).
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Pour les APH le niveau de résistance du bacilleygoique augmente pour la kanamycine et
la néomycine (59). Enfin, les ANT conféerent uneistsice a la streptomycine, la

spectinomycine, la gentamicine et la tobramycirte 63.).

1.2.3.2. Résistance par modification de la pehifiamembranaire

Les lipopolysaccharides bactériens sont des commoske la membrane externe. Un défaut
de charge négative au niveau du lipopolysacchaédait la pénétration intracellulaire des
aminosides. Chez les souches cliniques, l'alténatle différents genes impliqués dans la
biosynthése des lipopolysaccharides comme le loflusonduit au phénotype reugh »

(aspect sec et rugueux), s’accompagnant parfoisedhaisse modérée de la sensibilité a

I'ensemble des aminosides (62, 63).

La modification des lipopolysaccharides est un ph&ne fréquent chez les souches isolées
de patients atteints de mucoviscidose (64). Ce&liéacgalement observé chez des souches
isolées de patients présentant des brilures scidef® et traitées localement par la
gentamicine (65).

1.2.3.3. Résistance par efflux actif

ChezP. aeruginosa, seul le systeme d’efflux actif MexXY (OprM) esipable d’exporter les
aminosides vers le milieu extérieur et d’entrainee résistance a cette famille d’antibiotiques
(66). Naturellement réprimé chez les souches sasyvamgp systéme peut étre surproduit chez
certains mutants. Lorsque ces mutations survienteatirexpression constitutive de I'opéron
mexXY qui en résulte entraine une résistance medaux aminosides (CMI augmentées
d'un facteur 2 a 8 par rapport a la souche de eafiy PAO1) mais également aux

fluoroquinolones et au céfépime (67).

1.2.3.4. Résistance par modificatieria cible ribosomale

La méthylation de 'ARNr 16S a récemment émergéntenan nouveau mecanisme de la
résistance aux aminosides parmi les agents pathsgén Gram négatif y compris

P. aeruginosa (68).
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Le génermtA , qui code une méthylase de 'ARNr 16S, similadrecelle produite par les

actinomycetes, procure a la bactérie une résistatecenaut niveau a l'amikacine, la
tobramycine, I'isépamicine, la kanamycine, I'arbake et la gentamicine (69). La résistance
bactérienne aux aminosides peut également résidtenutations des genes codant 'ARNr

16S du site A du ribosome (70).

Toutefois, il faut souligner que la résistance pautation du gene codant 'ARNr 16S n’est
efficace que chez les bactéries possédant une entusllement deux copies des genes de
'ARNr 16S. Mais P. aeruginosa posséde quatre copies de ce gene, ainsi la pliodabi
gu’elles soient affectées toutes les quatre parnagsitions identiques est tres faible et la
résistance par ce mécanisme est peu probable.rh&decible est 'altération des protéines

ribosomales mais cette résistance est relativeraem{71).

1.2.3.5. Rbéle de l'opéraprH-phoP-phoQ dans la résistance des

aminosides

Le géneoprH se trouve associé dans un méme opéron aux ghoBt phoQ qui codent un
systeme de transduction du signal. La surexpresseia protéine de membrane externe
OprH a été observée chez des souches mutantesadeuginosa présentant une résistance
élevée a la polymyxine et modérée a la gentamidisemblerait que le systeme PhoP-PhoQ
intervienne indirectement dans la résistance aurasites et a la polymyxine B. Ainsi, il a
été observé au niveau de différents mutant8.deruginosa affectés dans les gengsoP ou
phoQ une légere augmentation de la résistance a Iptsingcine, la kanamycine et

I'amikacine (72).

1.2.3.6. ROle protecteur de I'alginate ou du biofil

La formation d’'un biofilm, ou la production d’'uneugntité massive d’alginate (polymere
d’acide D-mannuronique et d’acide L-guluroniquej [@s souches dB. aeruginosa créent

une barriere permettant aux bactéries de per&side se protéger des défenses immunitaires
de I'héte (73). Les polymeéres d’'alginates sont pitsdpar les souches dites « muqueuses » de
P. aeruginosa isolées chez les patients atteints d'infectiongomigques comme la

mucoviscidose.
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Les souches d@. aeruginosa vivant en biofilm peuvent étre jusqu’a 1000 foisrésistantes
a la tobramycine, par exemple, que leurs homologiwest a I'état planctonique (74). Une
étude réalisée par Hoffmareh al. a mis en évidence que la tobramycine, la geniamic
'amikacine et la streptomycine peuvent induirefdamation de biofilm sans pour autant

affecter la croissance bactérienne (75).

Cependant, la croissance bactérienne et la rédudéda pénétration des antibiotiques au sein
du biofilm tendent a diminuer I'efficacité des amwsides (76). L'impact des biofilms sur la
résistance aux antibiotiques semble malgré toutdi{a7).

2. Epidémiologie dePseudomonas aeruginosa

2.1.Réservoirs et vecteurs

Pseudomonas aeruginosa est un micro-organisme trés répandu et capablgedsdster dans
I'environnement. Il a la capacité d'utiliser di@ts composés organiques comme sources
d'énergie et de survivre pendant de longues pérjoalessi longtemps que I'humidité sera
suffisante. Le réservoir naturel et permanent deieoorganisme hydrophile est représenté
par les sols humides, les végétaux et surtoutdas douces, usées et marines (1). Ainsi, les
plantes et les léegumes peuvent servir de résepauir P. aeruginosa et comme agent de
diffusion (78).

Le bacille pyocyanique est indépendant de 'homnasnpeut étre commensal du tube
digestif et des voies aériennes supérieures. Rsusujets en bonne sani,aeruginosa est

peu présent, avec seulement 2 a 10 % de portamdistque chez les sujets hospitalisés, ce
taux peut atteindre 50 % voire 60 % sur les plalesbrilures ou d’escarres. Le milieu
hospitalier peut étre un habitat idéal pour ce manganisme. En effet, de nombreuses niches
ecologiques existent dans les hopitaux, en paieical niveau des points d'eau et des milieux

humides, notamment au niveau des robinets et gherss (79-82).

Le role de l'environnement dans la colonisation Pameruginosa des patients est une
question clé. De nombreuses études attribuentlemgjeur aux points d'eau sur l'incidence
de la colonisation des patients dans les unitésoifes intensifs (80, 82, 83). D'autres ont
rapporté qu'un faible lien épidémiologique entre deesence deP. aeruginosa dans

I'environnement et la survenue d'infections chezkients (1, 81).
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La présence d'une souche dans l'environnement geitune simple conséquence de la
colonisation du patient plutét qu’'une source d'@tjan. La contamination de l'eau du

robinet parP. aeruginosa est en général une colonisation rétrograde.

Toutefois,P. aeruginosa peut aussi contaminer le matériel hospitaliergted les endoscopes
(84-86), les nébulisateurs (87), les équipementdialgse (88, 89), des analyseurs de gaz du
sang (90) ou encore les bain-marie (91, 92). Adleshombreuses épidémies hospitalieres ont
été imputées a la contamination de divers équiptsretfou matériels humides. Dans ce cas
de figure, la bactérie est censée étre transmisetdiment a partir du réservoir aux patients
sans passer par aucun intermédiaire. Mais plusiéudes mettent en avant le personnel
médical comme réservoir et vecteur potentiePdeeruginosa. C’est le cas, de Moolenaar et
ses collegues qui ont décrit une épidémie licesaamgles artificiels (93) et McNeil et ses
collegues ont rapporté une épidémie liée a la ¢edbion chronique de I'ongle du pouce d'une
infirmiere (94). Cependant, cette voie de diffusieat moins fréquente que les voies

habituelles.

2.2. Données épidémiologiques

2.2.1. Epidémiologie des infections

Aujourd’hui Pseudomonas aeruginosa joue un role important dans les infections assaciée
aux soins (IAS), notamment chez les patients immd@pdmés ou immunocompétents
bénéficiant de dispositifs invasifs (95, 96).

Le bacille pyocyanique est responsable de 10 %Ateslans les hopitaux en France (97). En
milieu hospitalier, les services de soins intensdat des unités de forte endémicité pour le
bacille pyocyanique, qui est a l'origine de 18 % ildections nosocomiales contre seulement
6 % dans les services de médecine et de chirld§je l(es tableaux 3, 4 et 5 montrent la part
relative des infections nosocomiales causées phaddle pyocyanique en fonction du type
d’établissement de santé (Tableau 3), du type léces (Tableau 4) et enfin selon le site de

I'infection (Tableau 5).
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Tableau 3: Part relative dé. aeruginosa par catégories d’établissements de santé, d’apres

'enquéte nationale de prévalence de 2006 (99).

Nombre Nompre d IN Part des IN liées a
Type de ES dIN liées a P. aerugi 0
: . ginosa (%)
P. aeruginosa
CHR/CHU 4182 448 10.7
CH/CHG > 300 lits 4253 447 10.5
CH/CHG < 300 lits 1625 150 9.5
CHS/ psy 281 22 7.8
Hopital local 792 69 8.7
Clinigue MCO=> 100 lits 1764 155 8.8
Clinique MCO < 100 lits 430 53 12.3
HIA 94 11 11.7
SSR/SLD 1925 183 9.5
CLCC 243 23 9.5
Autre 211 22 10.4
Total 15800 1583 10.0

Tableau 4: Part relative dé. aeruginosa par type de séjour, d’apres I'enquéte nationale de

prévalence de 2006 (99).

Nombre d'IN liées

Part des IN liées a

Type de services Nombre d'IN 4 P. aeruginosa P. aeruginosa (%)
médecine 4226 427 10.1
Court chirurgie 3592 338 9.4
Séjour  obstérique 180 3 1.7
réanimation 1762 271 154
SSR 4159 387 9.3
SLD 1557 136 8.7
Psychiatrie 292 19 6.5
Autre 32 2 6.3
Total 15800 1583 10.0
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Tableau 5: Part relative d@. aeruginosa par site infectieux, d’apres I'enquéte nationade d
prévalence de 2006 (99).

Prévalence des

Site infectieux Nombre IN IN associées (%)
Infection urinaire 131 7.6
Pneumopathies 355 20.6
Bactériémie/Septicémie 110 6.4
Infection site opératoire 155 9.0
Peau et tissu mous 266 154
Autre localisation 707 0,05
Total 1724 0,38

2.2.2. Incidence deéseudomonas aeruginosa dans les unités de soins

intensifs

Le taux d’incidence des infections nhosocomialessliaP. aeruginosa est plus important dans
les unités de soins intensifs que dans les autrgiess. A I'admission, environ 1 % (100) des
patients est infecté par le bacille pyocyaniquecesttaux tend a augmenter au cours de
I'nospitalisation, pour atteindre entre 3 % (101)1@ % (102). Les principales infections
causées paP. aeruginosa en termes de fréquence, de morbidité et de migrtabnt les
pneumopathies sous ventilation assistée (101, 1@®,. Les patients sont souvent colonisés
par P. aeruginosa avant de développer une infection. Ainsi, les skgjes effectués chez les
patients hospitalisés dans les unités de soinadgifisemontrent que le taux de colonisation a
I'admission varie entre 2 et 13 % des individusisMa taux augmente au cours de la période
d'hospitalisation entre 15 et 44 % (tableau 6).rRes patients qui ne sont ni colonisés, ni
infectés lors de l'admission, le risque de conéraBt aeruginosa est en corrélation avec
l'utilisation de cathéters urinaires (105), la @udd séjour aux soins intensifs (106, 107), le

traitement antibiotique (108, 109), les néoplaglés).
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Tableau 6: Incidence des colonisations/ infections dansupi&és de soins intensifs en

Europe

Incidence des colonisations/ infections pour f@tents
Auteurs A 'admission En cours d’hospitalisation tdlo
Bergmans (102) 4.4 17.6 22
Berthelot (101) 11.9 32.2 44.1
Bertrand (100) 4 12.1 16.1
Bonten (103) 13 22 35
Speijer (110) 10 15.6 25.6
Talon (106) 4.2 18.9 23.1

Enfin, la part relative des sources endogenes egemes liees ®. aeruginosa n'est pas
clairement établie et varie entre deux unités dessatensifs, mais aussi au sein d’'un méme
service de soins intensifs en fonction de la périoonsidérée. La situation générale semble
étre une succession de d'épidémies affectant &odix patients sur un fond de cas
sporadiques, impliquant la transmission par le qrerel médical et une insuffisance de

I'hygiene des mains.

2.2.3. Epidémiologie de la résistance

L’harmonisation des critéres de résistance desh&sulbactériennes au niveau européen a été
élaborée en 1996 par 'EUCAST (European Committae Amtimicrobial Susceptibility
Testing), afin de classer les souches dans legar&8 sensible (S), intermédiaire (I) ou
résistant (R). L'uniformisation de ces valeurs iegispensable pour comparer la prévalence
de la résistance entre les différents pays dediueiuropéenne. Les données présentées dans
le tableau 7ournissent une vue d’ensemble de la sensibilité®.daeruginosa en France a

travers plusieurs enquétes réalisées par difféeréaesaux et dans le monde (Tableau 8).
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Tableau 7. Pourcentages de souchesRleeruginosa sensibles en France d’apres plusieurs

enquétes.
) ) % de souches sensibles
Réseaux année
TIC CAZ IMP CIP AN
REUSSIR * 2006 60,6 85,5 83,8 69,6 83,0
2006 66,7 85,0 92,8 75,4 92,8
lle de France **
2005 77,7 90,4 81,9 77,7 94,7
C-CLIN ** 2006 NC 80,5 74,5 64,9 79,7
ONERBA 2007 79,5 81,4 81,6 73,7 68,9
GERPB * 2004 76 83 86 68 62

TIC, ticarcilline ; CAZ, ceftazidime ; IMP, imipénemeIP, ciprofloxacine ; AN, amikacine
* toutes les souches ; ** les souches responsalglémctériémies

Tableau 8 Proportion de souches de aeruginosa sensibles sur les différents continents
d’apres plusieurs enquétes (111).

% de souches sensibles

Continent TIC TCC FEP CAZATM TzZP IMP CIP TM GM AN

Europe 74 78 80 80 73 86 82 72 76 72 86
Amérique latine 58 59 66 65 49 76 76 63 65 62 73
Amérique du nord 78 78 82 80 66 90 87 79 92 84 95
Asie pacifique 76 75 83 79 67 89 88 85 90 84 95

TIC, ticarcilline ;TCC , ticarcilline+acide clavulanig ; FEP, céfépime ; CAZ, ceftazidime; ATM, aztréem; TZP,

pipéracilline+tazobactam ; IMP, imipéneme ; CIPraflpxacine ; TM, tobramycine, GM, gentamicine ; Aimikacine

Les épidémies hospitalieres liéeP.aaeruginosa multi-résistant sont de plus en plus souvent
rapportées (43-46), la prévalence de la multi-téste parmi les souches Beaeruginosa

est relativement faible en dehors des patient;tdtde mucoviscidose, mais varie largement
avec le lieu. En effet, selon les données du rdpfabli en 2008 par 'EARSS (112), les
souches multi-résistantes ¢ aeruginosa (souches résistantes a au moins trois classes

majeures d’antibiotiques) représentaient 17 % @& &olats provenant de 32 pays en 2008.
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Le phénotype majeur (6 % des isolats) correspondaiine résistance a cing classes
d’'antibiotiques  (pipéracilline, ceftazidime, flugwinolones, aminoglycosides et
carbapénemes). Selon les auteurs, il existe unegriageographique de la résistance, commun
a celui retrouvé chez les autres bactéries a Giegatif : faible dans le Nord et plus élevée

dans le Sud de 'Europe.

En France, les criteres établis pour les antibietsq sont ceux du Comité de
I’Antiobiogramme de la Société Francaise de Miootdmie (CA-SFM) (113). Dans
I'Inter-Région Est, les résultats de la surveilarfapport 2009) indiquaient une stabilité du
taux d’'incidence (/1000 jours d’hospitalisationsgwélévements a visée diagnostique positifs
a P. aeruginosa toto-résistant sur la période 2007-2009 (0,018 @®72 0,007 en 2008 et
0,011 en 2009) (114). La comparaison avec des @snagatérieures suggere une certaine

stabilisation dans I'évolution de la résistancébduille pyocyanique en France (115, 116).

2.3. Emergence et diffusion de la multi-rezsise

La progression de la résistance aux aminosidessi ajo’aux autres molécules anti-
pyocyaniques, pose actuellement des problémesldaise en charge. Malgré une prise en
charge précoce des infections liéesP.aaeruginosa par une antibiothérapie adaptée et
I'utilisation de doses importantes d'antibiotiqueBeffet bactéricide sur le bacille
pyocyanique est de plus en plus difficile a atteend 17). La résistance qui en résulte, permet

a la bactérie de s’adapter temporairement a soinoemement (6).

L’acquisition d’une infection liée a une souche tmrdsistante deP. aeruginosa chez un
patient hospitalisé dépend a la fois de I'effeta@ression de sélection des antibiotiques, et
de la transmission croisée (118-120).

2.3.1. Acquisition de la multi-résistance

La prescription thérapeutique joue un role esskedaes I'émergence et la diffusion de la
multi-résistance. L'utilisation inappropriée d'dmbtique anti-pyocyanique chez un patient
peut conduire a I'émergence d'une résistance bautér se traduisant par une mauvaise

réponse clinique, voire un échec thérapeutique, (122).
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Le risque relatif d'un tel événement devrait étris gn compte dans le choix et la conduite
d'une bonne antibiothérapie. Cela semble d'autdm pnportant, que des résistances
surgissent en cours de traitement chez au moins dé¥/patients infectés ou colonisés par
P. aeruginosa (10, 123).

Toutefois, la plupart des études rapportées danitéaature ne font pas la distinction,
pourtant essentielle, entre l'acquisition de carast de résistance par une souche présente
initialement chez un malade et l'implantation clseezméme malade d'une autre souche de
P. aeruginosa plus résistante que la premiere et qui, éventuelte@psupplantera celle-ci.
Cette distinction nécessite l'analyse génotypigas @olats deP. aeruginosa de chaque
patient au cours du temps qui seule peut permdtfaire la part entre ces deux phénomenes
tres différents, nécessitant des mesures de prénespécifiques. En effet, la maitrise de la
dissémination des souches multi-résistantes passmntiellement par des mesures d'hygiéne
(détection des porteurs, mesures d'isolement, dETamation des réservoirs
environnementaux éventuels) (124), tandis que &emtion de I'émergence de mutants
résistants passe par une optimisation de l'antiérapie individuelle (nature et posologie des

antibiotiques utilisés) (10).

En I'absence de données génotypiques précisesssisolats d®. aeruginosa, il parait assez
difficile d'évaluer I'impact réel d'un antibiotique d'un schéma thérapeutique particulier sur
la génése de mutants résistants dans une unit@rte Biverses études arrivent cependant a
la conclusion que I'exposition a certains antilgjogs, notamment I'imipéneme (125, 126) ou
les fluoroquinolones (108, 127, 128), constitue facteur de risque significatif pour

I'émergence ou l'acquisition de souches résistantes

Cette observation s'accorde avec le fait que leeldgpement de la résistance aux
fluoroquinolones ou aux carbapénémes dépend detiongaspontanées relativement peu
spécialisées ayant toutes les chances de se mrddusque les inoculums infectieux sont
importants, notamment au niveau pulmonaire (inauslyparfois supérieurs a Y®actéries)

(129). Toutefois, les exemples pourraient étre iplids avec d'autres antibiotiques anti-
pyocyanique puisque l'administration de pipéramHitazobactam (130) ou de ceftazidime
(131) apparait, elle aussi, comme un facteur dgueipour le portage ou I'émergence de

souches résistantes a dégactamines.
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Ainsi, a I'échelle d'un service ou d'un hopital, geescription accrue d'un antibiotique
antipyocyanique se traduit fregquemment par une auaggtion des isolats résistants de

P. aeruginosa (132).

2.3.2. Prévention de I'émergert=la multi-résistance

Méme s'il n'existe pas de moyens pour eéviter |'mstiipn par une souche donnée de
P. aeruginosa de matériel génétique étranger portant des géeneésiltance, il est possible
d'optimiser l'antibiothérapie afin de minimiseniérgence de mutants résistants. Car le fait de
recevoir un antibiotique augmente le risque d’'@geondairement colonisé et/ou infecté par
des bactéries résistantes. Pour cela, le choixad#bkiotiques anti-pyocyaniques revét une
grande importance puisqu'il conditionne la naturénma des mutants susceptibles de se
développer. Certains antibiotiques, comme l'imipéaéou la fosfomycine) sélectionnent des
résistances tres spécifiques et n'affectant quiedmes. Par contre, les autfekctamines (y
compris le méropéneme), les fluoroquinolones et plarement les aminosides peuvent
favoriser le développement d'une résistance aqiusiantibiotiques apparentés et créer une
co-résistance, ou a des produits appartenant dadebes différentes et donnant lieu a une
résistance croisée. Par exemple, les fluoroquimslqarésentent une aptitude particuliere a
sélectionnein vivo des mutants multirésistants par efflux actif (523)1 et la surproduction
de systemes d’efflux actif ou d’enzymes inactivagsi, ce qui est a l'origine d’'une résistance
aussi bien aug-lactamines qu’aux aminosides (134, 135). Ainsinploi simultané de deux
antibiotiques pourrait donc, en théorie, réduirgisgue d'émergence de bactéries mutantes
grace a une synergie d’action, sous réserve quadelsiits en question ne soient pas affectés

par le méme mécanisme de résistance, comme |'efthtifx

A I'hopital, des stratégies sont proposées pouvegmé la transmission croisée de patient a
patient des bactéries multirésistantes (BMR). Qemstégies reposent sur le dépistage du
portage de BMR chez les patients a risque lors’atbmission a I'h6pital et/ou en cours

d’hospitalisation suivi des précautions standargrécautions complémentaires lors de la
réalisation de soins a risque ou encore de la ksgitian des patients porteurs de BMR, qu’ils
soient colonisés ou infectés. Si ces mesures mpasttoutes été validées individuellement,
leur application simultanée a permis, non seulerdentnaitriser des situations épidémiques

locales mais aussi de réduire plus globalementiéericité en France (136).
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En réalité, les données brutes sur la prévalenda disistance peuvent donner abusivement
I'impression au clinicien qu'il existera toujoussdalternatives thérapeutiques. Cet optimisme
doit étre tempére, surtout dans une période ounlesvations en matiere d'antibiotiques se

font rares, car plusieurs études plutbt alarmafuet état en Europe de pourcentages non

bY

négligeables (de 5 a 59 %) de souchesPdeaeruginosa résistantes a au moins cing
antibiotiques antipyocyaniques majeurs et d'isdlata 24 %) insensibles a tous les produits
testés (121, 137) (Figure 4).

= S e 5

ey cad Liste des antibiotiques testés
TIc  Tce CAZ  MEM FEP : céfépime, PIP : pipéracilline,
) ‘ TZP : pipéracilline+tazobactam,
CTX : céfotaxime, TIC : ticarcilline,
™ ATM TCC : ticarcilline+acide clavulanique,
» CAZ : ceftazidime, MEM : méropénéme,
IMP : imipénéme, GM : gentamicine,
K aPCoW CPp AN TM : tobramycine, ATM : aztréonam,
K : kanamycine, CS : colistine,
CIP : ciprofloxacine, AN : amikacine

IPM

Figure 4: Antibiogramme d’un isolat cliniqgue « toto-résist» par la méthode de
diffusion en milieu gélosé de Mueller-Hinton.

Ainsi, on observe une circulation de plus en phagartante dans nos hépitaux de souches
multi-résistantes, clonales ou non, contre lesqadiks options thérapeutiques s'avérent trés
limitées. On concoit aisément que des souchesmessde facon endémique dans un service
finissent avec le temps par cumuler une multitudeaésistances différentes (138, 139). De
telles souches peuvent, en revanche, retrouvecema&ne sensibilité lorsqu'elles gagnent des

unités ou des établissements ou la pression atijp@est moins forte (140).

L’émergence de souches dites ‘toto-résistante®-{®) dans certains services cliniques, c’est
a dire résistantes a toutes les molécules antiygyogue traditionnelles utilisées, a
récemment compliqué la prise en charge des patiefestés paiP. aeruginosa et entrainé
une surmortalité inquiétante (141). Toutefois, il®rmations sur ce phénomeéne émergent
restent partielles et contradictoires, notammentesqui concerne les mécanismes permettant
a certaines souches de devenir résistantes adsumntibiotiques et la capacité de certains
clones a devenir épidémiques (142, 143).
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2.4. La mucoviscidose

P. aeruginosa est particulierement redouté dans la mucoviscidmsdibrose kystique du
pancréas. Cette pathologie est une maladie géeréfigux d’incidence estimé a 1 sur 4600
naissances) due a des anomalies de la protéine QEy&ic fibrosis transmembrane
regulator) qui est une protéine intervenant prialgment dans les échanges ioniques au
niveau des cellules glandulaires (144, 145). Lalpction d’un mucus visqueux qui en résulte
favorise la colonisation bronchique par diversepeess bactériennes dont la plus
significative sur le plan de la pathogénicité estudomonas aeruginosa (7, 146) La primo-
colonisation doit étre dépistée tres précocementraitée afin d’éviter I'implantation

définitive de la bactérie.

La présence d@. aeruginosa s'accompagne souvent d’'une dégradation progresivia
fonction respiratoire, rythmée par des phases dexkation infectieuse. Le traitement de ce
type d’infection-colonisation repose généralementl’sitilisation d’antibiotiques tels que les
B-lactamines et les aminosides (147). Si I'éradicaiile la bactérie peut étre obtenue aux
premiers stades de la colonisation grace a l'adimation d’antibiotiques adaptés, elle
devient pratiquement impossible lorsque linfectiamatteint un stade chronique. En effet,
malgré 'administration massive et répétée d’antibues par voie parentérale et sous forme
d’aérosols, P. aeruginosa subsiste dans les voies aériennes. Cette maudigacité
thérapeutique résulte en partie des nombreux n&oasi de résistance, stables ou instables,

développés par la bactérie chez les patients tttééxmucoviscidose (148, 149).

2.5. Thérapeutique

Aujourd’hui, la stratégie d’antibiothérapie doit&téfinie de facon trés spécifique que ce soit
sur le plan qualitatif (choix des antibiotiques)), sur le plan quantitatif (doses et rythmes de
consommation). L'antibiothérapie de premiere intentepose sur les antibiotiques les plus
actifs, et administrés le plus souvent en associgiour éviter a tout prix 'émergence de

résistance, mais aussi pour obtenir un meillewat éffctéricide (150).
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Toutefois, il est important d'adapter l'antibiothgie en fonction des résultats de
I'antibiogramme, méme si I'évolution clinique sembhvorable, afin d’éviter d’éventuelles
rechutes dues a des mutants résistants. Mais, yemee de souches &e aeruginosa toto-

résistantes, oblige les cliniciens a envisager aegbiothérapies de secours, longtemps
délaissées comme la colistine intraveineuse (151).
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Matériel et méthodes
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1. Souches bactériennes utilisées

Les souches d@seudomonas aeruginosa incluses dans cette étude proviennent du Centre
Hospitalier Universitaire de Besancon et d’'une étmaulticentrique incluant lelpitaux
universitaires régionaux de I'inter-région Est (g 5). L’ensemble des souches a été isolé a
partir de prélevements clinigues ou de prélévemedtsnvironnement positifs a

P. aeruginosa, hors patients atteints de mucoviscidose. Cegyeéients étaient soit a visée
diagnostique, soit a visée épidémiologique (dégetaLe recueil des souches a été effectué
entre le § octobre 2007 et le 31 mai 2010, soit sur une ddeé&2 mois.
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Figure 5 : Carte géographique de l'inter-région Est (8,5 il d’habitants soit environ
14 % de la population francaise.

Identification des souches

L’identification des souches a été réalisée setm rhéthodes conventionnelles (152). La
sensibilité des souches aux antibiotiques a étdiggupar la méthode conventionnelle de
diffusion des disques en milieu gélosé de Muelletéh (MH) et les critéres de lecture et
d’interprétation ont été ceux du Comité de I'Antipiamme de la Société Francaise de

Microbiologie (113).
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La recherche d@-lactamases a spectre étendu (BLSE) était effegaeen test de synergie
combinant la ceftazidime ou le céfépime avec I'aaithvulanique (Diagnostics Pasteur), sur
milieu MH seul et additionné de cloxacilline a 28@/L (153, 154).

3. Techniques de biologie moléculaire

L’épidémiologie des infections associées aux soetspotamment celles impliquant les
bactéries multi-résistantes a considérablementficénée I'apport de la biologie moléculaire
(155) pour le typage des micro-organismes en cdtseeffet, si I'antibiotypie (marqueur
phénotypique, comparaison des profils de résistangeantibiotiques) garde un intérét, les
méthodes (marqueurs) génotypiques permettent dasséples limites de cette technique
(pouvoir discriminant faible, modification possildes profils de résistance aux antibiotiques

au cours du temps, au gré de I'évolution de lagiwesde sélection).

3.1.Isoélectrofocalisation (IEF) délslactamases

3.1.1.Principe

Il s’agit d’'une méthode de séparation des protédies mélange basée sur la différence du
point isoélectrique (pl) qui varie de 1 a 12. Lilephorese est pratiquée sur un support dans
lequel un gradient de pH est préétabli. Les pre®(@nzymes) déposées migrent vers 'anode
ou vers la cathode selon leur charge, mais autfér mesure de leur déplacement, le pH
extérieur varie, ainsi que leur propre charge. @darcharge nette est nulle, la protéine ne se
déplace plus et focalise a I'endroit ou le pH =l@.gradient de pH est créé en utilisant des
ampholines, qui sont des ampholytes supports ogedes meélanges de molécules de faibles
masses molaires, donc tres mobiles, et comportaatune plusieurs groupements acide
carboxyligue et amine. Par conséquent le pble amedattire les ampholytes acides, ayant un
pl bas, le pble cathodique attire les ampholytealims, ayant un pl haut. Il se créé ainsi un
gradient de pH qui augmente de l'anode a la cathbderévélation s’effectue par la
nitrocéphine, céphalosporine chromogéne dont lilyde par leg-lactamases s'accompagne
d'une coloration orangée. La détermination du plad&lactamase exprimée par la souche a

identifier va permettre de se focaliser sur unelfaranzymatique.
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3.1.2.Mode opératoire

Le temps nécessaire a la réalisation de la martipalast estimé a environ 3 heures.

Préparation des réactifs:

Sur un gel d'ampholine (Amersham Biosciences 8G+BI) ont été déposés des petits
buvards (Sample application pieces, GE Healthc@r2129-46), imbibés de 5 ul de solution
standard Bio-Rad (Bio-Rad 161-0310) pluspdl5de chaque lysat bactérien étudié sur chacun
des buvards.

Ensuite, deux bandelettes ont été imbibées d'élgtds, la solution d'acide phosphorique
(HsPOy)) a 1 M a été déposée vers I'anode et la solutersalde (NaOH) a 1 M vers la
cathode. L'amplificateur LKB de I'appareil a isoéiefocalisation a été réglé a 1500 V, 50

mA, 30 W, et le circuit d’eau réfrigérée a 11°C.

Lecture du gel :

Apres 1h 30min de migration, un tube de nitrocéphanl mM a été versé sur le gel et les
emplacements marquant I'hydrolyse gielctamines ont été révélés sur le quadrillage posé

sous le gel.

Résultat et interprétation :

La droite de migration en fonction du pHi (y = Hjp) a été tracée grace aux souches témoins
(Tableau 9). Le pHi des souches a été déetermin@rastion de la distance de migration et

donnait ainsi une indication sur la famille @i¢actamases recherchée.

Tableau 9: Tableau de référence avec les points isoélesigdes souches témoins
deP. aeruginosa.

Témoins de référence pl
TEM-1 5,4
PER-1 5,3
OXA-18 55
TEM-24 6,5
TEM-2 5,6
AmpC 8,2
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3.2.ldentification deg-lactamases par PCR (polymerase chain reaction)

3.2.1. Principe

Mise au point par Kary Mullis en 1983 (156, 158, Rolymerase Chain ReactiRCR)

consiste a amplifier spécifiquement une séquendde c(Figure 6).

Les réactions

d’amplification des génes codant pour Ipdactamases sont réalisées avec un couple

d’amorces spécifiques (Eurogentec) dans un theroheccyle type Biométra T3 (Biolabo

Scientific Instruments) en présence @& DNA Polymerase (Rocfi¢ en respectant les

conditions d’utilisations spécifiées par le fousgar. Les amplicons sont ensuite purifiés et

séquencés. Les séquences sont comparées a cgileste® dans une banque de données

(www.ncbi.nlm.nih.goy.

ADN polymérase

|

ADN cible

3

¢® Denaturation
-

5

Amorces

Cycle 1

Cycle 2

Cycle 3

Cycle 4

Figure 6:

Amplification d’'une séquence par PCR.
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3.2.2. Mode opératoire

Extraction de 'ADN
L’extraction de 'ADN génomique a été réalisée ade du kit Qiagen : 51304 Qiamp DNA

mini kit (Qiagen, Hilden, Allemagne) selon les ciimhs spécifiées par les fournisseurs.

Amplification d’ADN par PCR

Le mélange réactionnel se compose de 0,2 uM de ddR mM de MgGl de tampon Taq
Biofidal 1X, de 2,5 U delaq Biofidal (Biofidal, Vaulx en Velin, Frange de 0,5 uM de
chaque amorce et de 2 ul d’ADN (Tableau 10).

Tableau 10: Tableau réactionnel de préparation des Mix palirdentification -lactamases

par PCR.

Mix PCR pour 1 réaction Volume (en pl Concentnatimale
dNTP 10 pM 0,5 0,2 mM
Tampon Taqg Biofidal 10x 5 1X
MgCl,25 mM 5 2 mM
Amorce 1 (10 uM) 3 0,5 uM
Amorce 2 (10 uM) 3 0,5 uM
Taq Biofidal 0,5 25U
Eau 28 -

Extrait ADN 2 -

Les réactions d’amplification sont réalisées dansthermocycleur T3 (Biometra, Biolabo
Scientific Instruments, Lausanne, Suisse) selorcdeslitions suivantes : 5 min a 94°C puis
35 cycles (94°C - 30 s, T°C — 30 s, 72°C — 30 a)4% une élongation finale de 7 min a 72°C
(Tableau 11).
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Tableau 11: Tableau récapitulatif des programmes PCR paudiéerente$-lactamases.

OXA OXA
PCR TEM | SHV PSE groupelgrOUpe VEB | GES | BEL | VIM PER IMP PSE
[l

Temtpe%atsure 45 sec a45 sec @45 sec 845 sec 30 sec {30 sec 445 sec &30 sec 30 sec {45 ¢ 430 sec 45 sec a
mps 58°C | 58°C | 58°C | 50°C | 54°C | 58°C | 58°C | 58°C | 58°C | 55°C | 55°C | 57°C
hybridation
Temps
. ; 30sec| 30se¢ 30sec 459ec 30sec 30sec 30sesecBB0sec¢ 45sgc 30sec 455sec
élongation

Electrophorese analytique de ’ADN

La migration de '’ADN obtenu apres extraction, riesion ou amplification s’effectue dans
un gel horizontal d’agarose 1 % (p/v) pendant bissune tension de 100 V. Le tampon de
migration utilisé est le TAE 1X (Tris acétate 40 mEDTA 1 mM, pH 8). La révélation
s'effectue par transillumination avec une lumiéré (A=320 nm) aprés immersion du gel
dans une solution de BET (0,5 pg/ml) durant 30 rhbentraitement d'image est réalisé grace
au systéme Chemidoc XRS (Bio-Rad).

Purification des produits de PCR
Les produits PCR sont purifies grace au Kit QIA§URCR purification (Qiagen, Hilden,

Allemagne).

Dosage de 'ADN

La quantité d’ADN extrait est évaluée par spectatpmétrie dans 'UV a 260 nm. A cette
longueur d’'onde, une unité d’absorbance correspandne concentration de 50 pg/mL
d’ADN double brin. La pureté de 'ADN est confirm@ar un rapport des absorbances a 260

et 280 nm compris entre 1,8 et 2.
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Séquencage de I'ADN

Le séquencage d’ADN a été réalisé par la platefoimsbnique « séquencage, analyse de
fragments » de I'lFR 133 (UFR SMP, Besancon), addéade l'appareil 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Courtaboeuf, Frandads réactions de séquencage ont été
effectuées par la méthode des didéoxynucléotideSathger (158) a I'aide du kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Bissyms) a partir de 4 ng de produit PCR
précédemment purifié. Les résultats obtenus ontaésdysés grace au logiciel SeqScape

Software v2.5 (Applied Biosystems).

3.3. Electrophorese en champ pulsé

3.3.1. Principe

L’électrophorese en champ pulsé (PFGE : PulsedtRsdl Electrophoresis) a été mise au
point dans les années 1980 (159). Cette technigué,comme I'électrophorése continue,
nécessite l'utilisation d’ADN purifié. La préparati de I'ADN bactérien se fait par lyse

situ des cellules d’une colonie dans une matrice sditésd’agarose (“plug”), pour éviter les
forces de cisaillement susceptibles d’endommadddN. L’ADN ainsi purifié est soumis a
I'action d’'une enzyme de restriction qui est unel@mcléase, afin de donner une série de
fragments dont la taille et le nombre est carastitie de 'ADN étudié. Les fragments
séparés sont révélés par coloration au BET darsuede donner I'empreinte génétique

caractéristique de chaque isolat (Figure 6).

L’ECP est une technique discriminante qui permetlidénguer des souches génétiquement
tres proches et offre une bonne reproductibilitélgnre un délai d’analyse relativement long.
Cette méthode a prouvé son efficacité dans de reumbs enquétes épidémiologiques et a
permis la comparaison de nombreux génotypes dat@ntification aurait été difficile par
d’autres méthodes (160-162).
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1/ “Empaquetage” des bactéries
dans ['agarose

\

I N .
1 2/ Lyse “in situ” des bactéries puis 1234567 891011121314
digestion de I'ADN
- Ginanandh. - ‘
1 3/ Séparation des fragments d'ADN - : . - L oz =— e -
par électrophorése —=————— = é —_—=r =
SE=_ESEE_=E:_
¢ -=Sz-mEpE-g=S-
< == EFRg BE
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Migration
de TADN

___________

A B

Figure 7 : L'électrophorése en champ pulsé, mode opérafdiret photo d’'un gel (B).
* Pistes 1, 5, 10 et 14: stadaha reférenc&. aureus NCTC 8325
* Pistes 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9,114 et 13: souches & aeruginosa multi-résistantes

3.3.2. Mode opératoire

La technique de génotypage par I'électrophosgsehamp pulsé se déroule sur une durée
de neuf jours. Elle est réalisée selon la méth@deldppée au sein du laboratoire du service

d’hygiene hospitaliere du CHU de Besancon (163).

J1 : Préparation de I’ADN total

Les différentes souches Heaeruginosa ont été cultivées sur un milieu gélosé MH pendant

18 heures a 37°C.

J2 : Préparation des blocs (insertion de 'ADN dams matrice d’agarose)

Une quantité de bactéries a été mise en sugpedans 1 ml de tampon Tris-HCI 10 mM,
NaCl 1 M, pH 7,6 (PETT IV) & raison de 2LOFC/ml. Les cellules étaient récupérées par

centrifugation a 10 00@ puis remises en suspension dans 1 ml de tampofm RE& 42°C.

-56 -



Cette suspension était mélangée avec un volumedé&gdrose a bas point de fusion (Incert
agarose ; FMC BioProducts, Rockland, ME, USA), % Ildans le tampon PETT IV, puis
apres liquéfaction la solution obtenue était coulées des moules Bio-Rad. Les blocs étaient
solidifiés dans de la glace puis incubés dans uamgé EDTA 0,5 M, N-lauroylsarcosine a 1
%, protéinase K a 1 mg/ml, pH 8,0 (ESP) pendanta&5°C pour permettre la lyse de la
paroi et la déprotéinisation.

J5 : Lavage des blocs

Apres la protéolyse, les incerts d’/ADN génomigtaeent incubés 2 fois a 42°C pendant une
heure avec un tampon Tris-acide acétigue 10 mM, ADU,1 mM, pH 7,5
(TE-acétate) contenant du fluorure de phénylméthapbonyle 1 mM (PMSF) pour inactiver
la protéinase K, puis 2 fois une heure a 42°C dedampon TE-acétate pour éliminer le
PMSF. Un tiers de ces incerts a été finalementhéca 4°C une nuit, avec le tampon de
'endonucléase approprie, pour éliminer I'EDTA. Ldsux autres tiers de chaque bloc
d'agarose étaient conservés en tampon TE-acétdf&C gpour une éventuelle utilisation
ultérieure. Parallelement, pour permettre la comipan des profils intra-gels et inter-gels, la
souche de référence @aphylococcus aureus NCTC 8325 (National Collection of Type
Culture) a été préparée et placée dans du tampaptéad 'enzyme de restrictidémal et

placée également a 4°C.

J6 : Restriction enzymatigue

Les incerts (1/3) d’ADN génomique ont été inaula&ec 40 unités de lI'endonucléase
appropriée, a la température optimale d’activitdaeleyme :
Dral (Roche Diagnostics) pol. aeruginosa : 37°C

Smal (Q-BlOgene) poufaphylococcus aureus : 25°C.

J7 : Séparation des fragments d’ADN

Les fragments obtenus ont été séparés par @pbctrese en champ pulsé (CHEF-DRIII,
Bio-Rad, Richmond, USA) sous les conditions suigant 5,5 V/cm a 14°C, avec des
impulsions de 20 secondes pendant 12 heures plisadks secondes pendant 17 heures. La
souche d&xaphylococcus aureus NCTC 8325 a été incluse dans chaque gel apresctiest
par Smal.
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J8 : Révélation du gel

Les gels d’électrophorese ont été colorés pa swlution de bromure d’éthidium a
0,5 pg/ml durant 30 min, puis lavés a I'eau diséilpendant 2 heures, avant d'étre révélés par
transillumination aux rayons ultraviolets a 312 etnphotographiés avec le systeme Visio-
Capt (Labgene).

J9 : Comparaison des profils électrophorétiquastetprétation

Le logiciel GelCompar version 4.1 (Applied Matt&ortrijk, Belgique) a été utilisé pour
établir la matrice de similitude d’ADN basée surckcul du coefficient de corrélation de
Dice, et construire le dendrogramme en utilisasigdrithme de hiérarchisation UPGMA
(unweighted pair group method using mathematicalerayes). La souche de
Saphylococcus aureus NCTC 8325 incluse tous les 3 ou 4 puits permetolanalisation des

gels et assure la comparabilité des profils ingts-gt inter-gels.

Les génotypes majeurs ont été définis comme Iddgpobtenus par ECP différant les uns des

autres par plus de 5 fragments, selon les recomatiand de Tenover et al. (164, 165).

Les souches dont le profil différait jusqu'a 5 freepts, ont été considérées comme des
variants a l'intérieur des génotypes majeurs. Quanty avait aucune différence entre les

profils, les souches étaient considérées commetidies. Les génotypes majeurs ont été
dénommés par un chiff(@ableau 10).

Tableau 12.Critéres d’interprétation des profils de macroiegtm génomique générés par
PFGE (d’apres Tenovet al.(165))

Nombre Nombre d
. d’événements ombre de e
Catégorie A&t fragments Interprétation épidémiologique
génétiques o
différents
ldentiques 0 0 Les isolats font partie de I'épid&mi
Etroitement liés 1 2.3 Les isolats fo’n,t prqba_blement partie de
I'épidémie
Probablement liés 2 4-6 Les isolats sont peut-étre liés a I'épidémie
Différents >3 >7 Les |solats’:,n¢ fgnt_ pas partie de
I'épidémie
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Les clones contenant les souches cliniques omtédidis comme :
- sporadiques : isolé chez un seul patient
= Mmicro-épidémiques : isolé chez deux a trois pédie

- épidémiques : isolé chez plus de trois patients

3.4. Multi-locus sequence typing

3.4.1. Principe

La technique de Multi Locus Sequence Typing (MLS¥rmet I'étude de I'évolution
phylogénétique de nombreuses especes bactérienmesnec Neisseria meningitidis,
Sreptococcus pneumoniae ou encoreSaphylococcus aureus (166-168). C’est une nouvelle

approche moléculaire dérivée de I'électrophoresasisnzymes.

Le MLST est basé sur le séquencage de 5 a 10 gienegnage « house keeping genes »,
importants dans le métabolisme de la bactérie. g@@®s de ménage sont stables dans le
temps, le taux de mutation est faible et les alstnt caractéristiques de chaque espece.
PourP. aeruginosa, la technique de MLST a été développée et migwoat par Curran edl.

en 2004 (169), puis modifié par van Mansfeld Rle¢n 2009 (170), ce travail tient lieu de
référence dans l'étude de cette bactérie. Elle bestte sur l'analyse par séquencage
nucléotidiqgue du polymorphisme de 7 genes domestig{Tableau 11) répartis sur le

chromosome bactérien et conservés au cours ddutévmn

L’alignement des séquences d’'un locus donné pedmetpérer les alleles différents entre
eux par des mutations et/ou recombinaisons. Pagushsouche bactérienne, la combinaison
des alléles obtenus a partir de chaque locus s#aét permet de définir une séquence type
(ST) représentant un génotype multilocus. Ces semsetypes avec les alléles qu’elles
définissent sont consultables dans les bases deedsrtentralisées accessibles en libre acces
sur Internet (http://pubmlst.org). Les liens era® différentes souches d’'une méme bactérie
peuvent alors étre représentés sous forme d'arpngdogénétiques. Le MLST permet

également de mettre en évidence les liens phyldigges entre les clones.
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Tableau 13 :Caractéristiques des 7 loci utilisés en Multi Lo8&gjuence Typing

. R " . Nombre
Locus Fonction du géne Position (pb) Taille (pb) Jalleles
acsA  Acetyl coenzyme A synthetase (PA0887) 969670 390 45 1
aroE Shikimate dehydrogenase (PA0025) 27535 498 146
guaA GMP synthase (PA3769) 4227237 373 115
mutL DNA mismatch repair protein (PA4946) 5551681 442 241

NADH dehydrogenase | chain C, D

nuoD (PA2639) 2983963 366 86
ppsA Phosphoenolpyruvate synthase (PA770) 1914037 370 5 9
trpE  Anthralite synthetase component | (PA0609) 670980 443 128

3.4.2. Mode opératoire

Extraction de 'ADN par la méthode dite de I'ébullition (« boiling »)

Quelques colonies ont été mises en suspension4f¥hgl d’eau déminéralisée stérile. La
suspension obtenue est incubée a 37°C pendantrB@vant d’étre chauffés au bain-marie a
95°C pendant 10 min. Puis refroidie dans la glaaedant 10 minutes. Apres centrifugation a
10000 rpm pendant 20 min, p0de surnageant a été ensuite récupére. Le suma@a )

est utilisé comme ADN pour les techniques d’amgdifion.

Amplification des 7 genes

Les amorces ont été construites a l'aide du logicRrimer 3 Input 0.4.0

(www.frodo.wi.mit.edy). Les réactions d’amplifications réalisées avecamorces ont permis

d’obtenir des amplicons de taille et de séquerntemditie (Tableau 12).
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Tableau 14 : Amorces de séquencage de référence pour le typageMLST de

P. aeruginosa.
Séquences d’amorce (3 3) Taille amplicon

Locus

Forward Reverse (pb)
acsA  AAGGCGTGGCTGCATACCA CGGCCAGGAGTCGAGGATC 390
aroE  ATGTCACCGTGCCGTTCAAG GCGCCAGAGGAAGAATGCC 495
guaA  ACTAGGCGTGCAATTCCAC GAACGGGTGGCGGTAGACC 372
MUl AGCCTGGCAGGTGGAAACC CTCTCCAGCACGCTCTCGG 441
nuoD GGGACATGTACGGCATCACCT  GCGCAGGATGCTGTTCTTCA 366
PpSA CGGTCAAGGTAGTGGACGTCG TTCTTGCGCACATCGAAACC 369
trPE  CGCGAGGACTATGAAAACGC CGCTTGTTGATGGTTTCTT 441

Le mélange réactionnel (50 ul) utilisé lors dedaation de PCR était composé de 5 pl de
tampon PCR 1X (Rocfi§ 2 pl de dNTPs & 200 uM, 3 pl de Mg&L,5 mM 2 pl d’amorce
spécifigue de chaque gene a 20 uM, 0,25 pl de Dagnerase et 2,5 pul de Mix d’ADN
extrait. Les conditions d’amplifications ont étés lsuivantes : 1 cycle de dénaturation de
I'ADN bicaténaire pendant 10 min a 96°C puis uneosele étape composée de 25 cycles
d’amplification enchainant une phase de dénaturateo30 s & 95°C, une phase d’hybridation
de 30 s a 55°C et une phase d’élongation 1 mirf@,7& enfin un cycle final d’élongation de
7 min a 72°C (Figure 7).

Contréle des produits amplifiés

Les produits d’amplification (10 pl) ont été sémapar électrophorése en gel d’agarose a
1.5 % (p/v) dans une solution de TAE 1X (Tris at##0 mM, EDTA 1 mM, pH 8), pendant
1H 30min sous une tension de 100 V. La taille deslygts amplifiés a été visualisée par
transillumination UV A=320 nm) apres immersion du gel dans une solut®rbrmure
d’éthidium & 0,1 ug/mL (Biordd) durant 30 min.

Le marqueur de taille moléculaire DNA Ladder 100(Bjplabs’) a été placé a I'extrémité du
gel afin de pouvoir analyser la taille des fragrsemtrouvés. Le traitement d’'image a été

réalisé grace au systeme Chemidoc XRS (Bio-Rad).
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Figure 8: Photographie d’'un gel de contrdle des prodwet®GR.
Piste 1 : marqueur de poiddéaculaire, 2 : témoin, 3 : alléle acsA,
4 :arokE, 5: guaA, 6 : muil;, nuoD, 8 : ppsA, 9 : trpE.

Purification des produits amplifiés par précipitation a I'éthanol

Les 40 ul restant du produit de réaction ont éteangé& avec 4 ul d'acétate de sodium 3 M,
pH = 5,2 et avec 100 pl d’éthanol 95% froid. L'eméde a été placé a -80°C pendant 1heure.
Puis aprés une premiére centrifugation a 14 00Q 43@, pendant 30 min, le surnageant a été
éliminé et 200 ul d’éthanol a 70 % a été ajoutédt e seconde centrifugation a 14 000 rpm,
4°C, pendant 15 min apres laquelle le surnageété a nouveau éliminé et le culot est séché.

Le culot a été repris ensuite avec 50 ul d’eadulldiststérile.

Dosage de ’'ADN amplifié et séquencage de I'ADN
Méme méthode décrite dans la partie PCR page 51

Analyse des séquences obtenues

Le séquencage a permis d’obtenir des séquencesgtsanti-sens pour chacun des 7 génes qui
ont été comparées avec les séquences de référammmsignées par la base de données
(http://pubmist.ory

A chaque séquence un numéro d’'alléle a été attrilBréce a la combinaison des 7 numéros
d’alleles, une séquence type (ST) a été déternppée chaque souche bactérienne. Les STs
ont été comparées entre elles grace au logicietsehwersion 3) en libre accés sur
http://eburst.mist.ngtl71, 172).
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L’algorithme BURST (Based Upon Related SequenceeYyompile les données MLST et
identifie les « single locus variants » (SLVS) entoutes les séquences types (STs). Le ST
fondateur est défini comme celui ayant le plus draombre de SLVs avec d’autres STs et
non pas celui le plus fréquent dans la populattopartir du ST fondateur se greffent les STs
variant par un seul locus (SLV) a partir desquelsvent étre raccrochés les STs variant par
deux locus (DLV). Dans le cas de STs non lie¢esy@peut pas avoir d’'informations sur leur
distance génétique.

Dendrogramme

Une classification hiérarchique des souches étadaéété établie avec la construction d’un
dendrogramme. Le dendrogramme est construit d’apedgorithme de hiérarchisation

UPGMA en utilisant le logiciel en acces libre sittp://pubmlst.org/perl/mlistanalyse

Figure 9: Schéma récapitulatif de la technique de Multl® Sequence Typing.

Séquencage
7 locus nucléotidique
acsA 350 360
aroE L'C'.;.AGCCGTTCTTCGGCGTGG
Amplification
trpE A par PCR Correction
p gua H
e [y séquence
forward/reverse
ppsA mutL
nuoD ﬂ
GTTCTTCGGCGTGG
Arbres phylogénétiques ﬂ
—{_ ST1 Allgle 1 <= acsA - GATTCTTCGGCGTGG
SHE . ] Aliéle 56 == aroE - TTAACGCTACCCGTA
L =14 Profil allelique multilocus Aliéle 34 <= guzA - AGGGCCCTAGCTTAT
L sTa7 <¢=== | ou Sequence Type (ST) Alldle 23 o= mutl - TGCTGCCATAGGTAT
ST 24 : 1-56-34-23-11-4-9 Alléle 11 <= NUoD -CCTCCGTATTCCCCA
ST 89 Allgle 4 o= ppPsA - ACCCGGCATCCCTAC

Alléle 8  quumm trpE - TAACTGTGCATTGAT

sT78 ST123 \ ﬂ

sT91 Compilation des g, Identification des alléles
données de chaque locus

ST17 ST12 sT8
sST59 ST34
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3. Analyse statistique

Les données ont été analysées a l'aide du logipéinfo version 6.04 (Epilnfo, CDC,
Atlanta, GA). L'ensemble des souches étudiées déxéublonné.

Par site de prélevement :

Pour le calcul de l'incidence des colonisationg@ibns, une seule souche isolée chez un
méme patient, a été retenue.

Par patient :

Une seule souche isolée par patient a été reteoue e calcul de lincidence des
colonisés/infectés.

Les intervalles de confiance des incidences ont catiéulés en utilisant la méthode

quadratique de Fleiss (173).
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Travaux
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1. Etude 1- Plaidoyer en faveur du dépistageR$eudomonas aeruginosa dans

les services de réanimation.

1.1. Présentation de I'étude

En avril 2009, la Société Fancaise d'Hygiene Headigite publiait de nouvelles
recommandations relatives a la prévention de lasiméssion croisée incluant un chapitre
consacré au dépistage dans les services de rémmmaans ce document, il était largement
recommandé de dépiste®taphylococcus aureus Résistant a la Méticilline (SAMR) mais de
ne dépisterPseudomonas aeruginosa (PA) que dans des situations bien définies. Or, en
France,P. aeruginosa est le premier micro-organisme responsable d’tidas nosocomiales
dans les services de réanimation, sa prévalenct ples de deux fois supérieure a celle de
SAMR.

L'ojectif de cette étude était d’évaluer la pertine d’'une stratégie de dépistage globale
privilégiant le dépistage du SAMR sur celui de RAréanimation.

Ainsi, une étude rétrospective a été réalisée ssirdonnées 2007 concernant les deux
services de réanimation adulte du centre hospitahéversitaire de Besancon. Le dépistage
de PA et du SAMR était effectué systématiquemetiadmission du patient et en cours
d’hospitalisation de facon hebdomadaire. Les donméacernaient les prélevements a visée
diagnostique positifs & PA et SAMR et les résultdgs prélévements de dépistage. Cette
étude a été complétée d’'une analyse de la litteratotamment des données de I'enquéte
nationale de prévalence de 2006 (ENP 2006) et al@ségs de surveillance Réa- RAISIN.

1.2. Résultats

Au cours de I'étude, 900 patients ont été hospialien réanimation adulte, parmi eux 753
ont bénéficié d’'un dépistage de SAMR et 754 deslages de PA, soit 84 % des patients
admis. Deux fois plus de patients étaient colonm#sPA a leur admissiorersus SAMR et

la pression de colonisation des patients lieée asximportés était 2,4 fois supérieure. La
valeur prédictive positive du dépistage était 8j8 supérieure pour PA que pour SAMR.
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L’incidence des infections a PA était plus de 3 fupérieure a celle des infections a SAMR,
quel que soit le site infectieux considéré. Lesnd@s de la littérature donnent une proportion

de transmission croisée pour PA de I'ordre de 50 %

1.3. Conclusion

Cette étude a permis de mettre en évidence leggtatla mise en place d’'une stratégie de
dépistage de PA en réanimation associée a desupfimsacomplémentaires de type contact

semble tout aussi pertinente que I'appliquatiocelkemesures pour SAMR.

1.4. Texte de l'article
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Résumé :

En Avril 2009, la Société Francaise d'Hygiéne Htapmre publiait de nouvelles
recommandations relatives a la prévention de lasiméssion croisée incluant un chapitre
consacré au dépistage dans les services de réamimiaty est largement recommandé de
dépister SARM mais de ne dépistBseudomonas aeruginosa que dans des contextes
d’épidémie. Or en FranceR. aeruginosa est le premier micro-organisme responsable
d’infections nosocomiales dans les services deimedion, sa prévalence y est plus de deux
fois supérieure a celle de SARM. Dans ces serviagsrt de la transmission croisée comme
source deP. aeruginosa peut-étre évaluée a 50 % au regard des donnéés litErature.
Globalement, le nombre de cas acquis par transmisspisée est prés de 3 fois supérieur
pour P. aeruginosa que pour SARM alors que les précautions contacomné recommandées
gue pour SARM. En conclusion, I'application d’'urteatégie de dépistage R aeruginosa

en réanimation accompagnée de précautions comptéires de type contact semble tout
aussi pertinente que I'application de ces mesuvas PARM.

Mots Clés :P. aeruginosa ; S aureus résistant a la méticilline ; Dépistage ; Transmiss

croisée

Abstract

In April 2009, the French Hospital Hygiene Societyblished new recommendations about
cross-transmission prevention. One of the chapter devoted to screening in intensive care
units. Unlike MRSA screeningfseudomonas aeruginosa screening is not recommended
except in epidemic situations. NowadayB, aeruginosa is the first microorganism
responsible for hospital acquired infections inféfeintensive care units. Its prevalence is 2
times higher than this of MRSA. In these units,cading to data of the literature, the part of
cross transmission as a sourcePoferuginosa can be estimated at 50%. On the whole, the
number of cross-transmitted acquired cases is @auates higher foP. aeruginosa than for
MRSA, while contact precautions are recommendedy dof MRSA. In conclusion,
application of &. aeruginosa screening policy in intensive care units assodiatih contact
precautions seems to be as relevant as appliaaitibrese measure to MRSA.

Key-words: Pseudomonas aeruginosa; Methicillin  resistant Staphylococcus aureus;

Screening; Cross-transmission.
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Introduction

La maitrise des infections associées aux soins léanétablissements de santé repose sur la
maitrise technique des actes invasifs mais aussagquévention de la transmission croisée.
C’est dans ce cadre que la Société Francaise dadggHospitaliere (SFHH) a organisé un
consensus formalisé d’experts associant différergesiétés savantes, fédérations ou
associations. Ce partenariat a abouti au docunmtittilé « Prévention de la transmission
croisée . précautions complémentaires contact »liun avril 2009 [1]. Ce dernier
rassemble 118 recommandations regroupées en lrapsties (politique générale, précautions
standard et politique spécifique de la transmisstovisée vis-a-vis de certains micro-
organismes). Trente-neuf de ces recommandatior®)(88ncernent le seul dépistage alors
méme que I'une des questions essentielles poséésspaxperts était : est-il utile de proposer
des précautions complémentaires ? Une autre qoestincerne les précautions standard,
‘bien appliquées’ ne suffiraient-elles pas a prévée transmission croisée des bactéries
‘multi-résistantes’ dans nos hépitaux ? (cf. page‘@litique générale’ « Il n'y a pas de
consensus sur une stratégie reposant uniquemeneswprécautions standardy). Or le
dépistage n’est susceptible d’étre utile que siptésautions complémentaires méritent d’étre
mises en place autour des patients colonisés. p@iSARM, les recommandations R45 (a
'admission en réanimation, il est recommandé deisiér SARM chez les patients & haut
risque d’infection, notamment pour les dialyséaiques, les porteurs de cathéter central de
longue durée, les greffés hépatiques) et R46 (emscde séjour en réanimation et a la
condition ou un dépistage a été effectué a I'adomssil est recommandé de dépister
régulierement les patients pour SARM) sont en fawd#une politique de dépistage assez
active.

Les recommandations relatives au dépistage de Raveair : R66 (s’il a été établi que
I'incidence du portage est faible, il est fortemestommandé de ne pas mettre en place un
dépistage pour Pa en réanimation), R67 (il estmecandé de dépister Pa a I'admission en
réanimation : en situation d’épidémie récente awetion de clonalité) et R68 (en dehors
d’une situation épidémique, il est recommandé dpasemettre en place un dépistage regulier
de Pa chez les patients au cours de leur séjouréamimation) limitent, quant a elle, les
indications du dépistage a des situations biemigbsfi

L'objectif de ce travail est d’évaluer au regard ldelittérature et de notre expérience
personnelle la pertinence d’'une stratégie globeiglggiant le dépistage de SARM sur celui

de Pa en réanimation.
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Données de surveillance des infections acquisesréanimation

Parce qu'’ils rassemblent des patients a fort risofeetieux et une utilisation trés fréquente
de dispositifs invasifs, les services de réaninmatiemeurent la discipline médicale ou les
infections nosocomiales sont les plus fréequentes &2,4 % des patients infectés le jour de
I'enquéte nationale de prévalence 2006 (ENP 20Bp)0’apres cette méme enquéte, les 3
principaux types d'infection en réanimation étalestpneumopathies, les bactériémies et les
infections urinaires avec respectivement 43,2 %6 ¥3et 11,9 % des infections. Le tableau 1
rapporte la part respective &e aeruginosa et SARM dans ces trois principales pathologies
avec des données de prévalence [2] et des donriéeglehce (données Réa-RAISIN).
Quelque soit le site infectieux étudié, la partnfiction attribuable &. aeruginosa en

réanimation est 3 a 4 fois supérieure a cellebatatle & SARM.

Données épidémiologiques : transmission croisée

SARM est le prototype de bactérie multi-résistadienale et sa diffusion repose sur la
transmission croisée, tres principalement hospitlientre patients.

Identifiees au début des années 1960, les souch&ARM ont connu une distribution a
I'échelle mondiale. Cette distribution n’est pagarme. En Europe, les données collectées au
cours des années 1990-1991 révélaient un gradieissant du nord vers le sud du continent
[3]. L'épidémiologie moléculaire a démontré quelissémination de SARM est un processus
en constant remaniement avec des épisodes multlplégnsmissions croisées qui tendent a
propager de nouveaux clones épidémiques. Ces tepeevent en vertu de leur propriétés
intrinséques et des conditions environnementalpplanter les clones préexistants [4]. Les
différents clones identifiés se propagent par Emsfépidémiques a I'échelle d'une région,
d'un pays ou d'un continent [5, 6] et a un momenné au sein d’'un établissement de santé la
majorité des patients colonisés/infectés le sonupanéme clone [7, 8.

Concernan®. aeruginosa, l'importance relative de I'origine endogene etaléransmission
croisée varie considérablement en fonction desicee\de soins. Les différences observées
entre les services peuvent étre expliguées padiffésences dans l'application de mesures
générales d'hygiéne, des pratiques d ‘antibiothérapdes differences dans le recrutement
des patients [9-12]. Toutefois, en moyenne, un tlukransmission croisée de l'ordre de 50%
dans les services de réanimation adulte peut éteau a la lumiere des données publiées et

récapitulées dans le tableau 2.
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Intérét du dépistage : illustration a un niveau loal

Le CLIN du CHU de Besancon recommande de procédedépistage systématique du
SARM et deP. aeruginosa lors de I'admission des patients en service deim&tion puis
toutes les semaines a jour fixe. Pour 'année 2p8imi les 900 patients admis dans les deux
services de réanimation adulte médicale et chicatgj 753 patients ont bénéficié de
dépistages de SARM et 754 de dépistagd’. deruginosa, soit 84 % des patients admis. Les
résultats de ces dépistages sont renseignés dafddau 3.

Les colonisations (prélévements de dépistage fostiles infections (prélévements a visée
diagnostique positif, de type hémoculture, lavagenbho-alvéolaire et examen cyto-
bactériologique des urines), ont été considéréasrmacquises lorsqu’elles survenaient plus
de 48h apres l'admission du patient dans le senacedeca de ce délai elles étaient
considérées comme importées. Les valeurs prédscpigsitives et négatives du dépistage par
rapport au risque individuel infectieux des pasennht été calculées et sont présentées en
complément dans le tableau 3. Au total, la presdi@rcolonisation liée aux cas colonisés
importés et la valeur prédictive positive du deggst sont trés supérieures pour Pa que pour
SARM.

Discussion

La SFHH insiste, a travers ses recommandations/iatérét du dépistage de SARM en
réanimation mais apparait en retrait quant a rettéu dépistage de Pa dans ces mémes
services. Selon ces recommandations, l'utilité épistage peut étre double : d’'une part
appliguer des précautions complémentaires de typd#act pour prévenir le risque de
transmission croisée et d’autre part prévenir dgue infectieux ‘endogéne’ chez un patient
dépisté positif. Un troisieme intérét potentiel st&i méme s’il n‘apparait pas dans le
document : orienter le traitement lorsque l'infeatisurvient, soit vers un traitement ne
prenant pas en compte la résistance si le patstnhégatif au dépistage (préservation des
antibiotiques), soit au contraire vers un traitetriéamblée ‘efficace’ chez un patient dépisté
porteur (efficacité bactéricide plus rapide). Au des différentes données (fréquence des
infections, part de la transmission croisée, frégeest valeurs prédictives positive et négative
de la colonisation), il apparait difficile aujouldii, selon nous, de renoncer au dépistage de
Pa a lI'admission et en cours de séjour en réaromagn privilégiant le seul dépistage de
SARM.

-73-



Que ce soit a travers I'enquéte de prévalence suddanées d’incidence Réa-RAISIN, les
données de la littérature s’accordent en faveun dile plus important de Pa que de SARM
dans les infections en réanimation. Il est vrai u&équence des infections a SARM dans
ces services a beaucoup diminué au cours des desra@nées en France. Ce qui est sans
doute d( a une stratégie incluant un dépistage ldeg patients [13]. Aussi serait-il dommage
de ne pas poursuivre une telle politique dont iteffité a été démontrée. Mais, face a ce
succes, ne serait-il pas possible de I'étendrendalidrise de Pa ? En effet, la fréquence de ces
infections, l'acquisition fréquente de résistaneadant le traitement des infections a Pa
difficile ainsi que I'importante mortalité lors dmsneumopathies, représentent des arguments
complémentaires en faveur d’'une stratégie actide I5].

Le typage moléculaire permet de préciser la plaee la transmission croisée dans
I'épidémiologie des grandes especes bactérienrsg®meables d’infections en réanimation
[16]. Mais celui-ci trouve ses limites pour deséxss a large dissémination clonale comme
SARM alors qu’il conserve toute sa valeur intergtige pour Pa, espéce pour laquelle les
épidémies clonales sont essentiellement localetocarrégionales. Les limites du typage
moléculaire de type ‘électrophorése en champ pylsér SARM nous empéchent dans de
nombreuses situations de confirmer/infirmer I'asifion de la bactérie dans le service de
réanimation et le caractere clonal des souchesakst susceptible de surévaluer la
transmission croisée au sein du service. A l'inedes caractere tres discriminant de cette
technique chez Pa permet d’avoir une grande ceetitur les cas d’acquisition [17]. En
pratique, la différence observée du rdle de lastrassion croisée entre ces deux espéeces
(100% versus 50%) au sein des services de réanimation est iplebant surévaluée. De ce
point de vue, le dépistage de Pa parait aussinegdue celui de SARM. D’autant plus que le
nombre absolu d’infections a Pa, attribuables a traasmission croisée, apparait plus
important que celui lié & SARM (M&rsus 1 selon nos données locales, tableau 3).

Nos données locales montrent que le nombre denpatielonisés par Pa a leur admission en
réanimation, constituant ainsi un réservoir potdmte transmission croisée, est plus de quatre
fois supérieur au nombre de patients positifs a MARi I'on considére les patients dépistés
positifs en cours d’hospitalisation (incluant domes dépistés faussement-négatifs a
I'admission mais aussi pour bon nombre d’entre @es vraies acquisitions par transmission
croisée), leur nombre devient 6 fois supérieur pBarque pour SARM (11%ersus 17,
tableau 3). Il faut noter que ces acquisitions deeR réanimation se font nécessairement a
travers un soin, méme si lI'environnement, notammuwgdrique, peut jouer un réle de

réservoir secondaire [18, 19]. Nos données étarmsgectives, I'identité clonale entre les
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souches de Pa colonisatrices et infectantes n'gpaire confirmée. Cependant différentes
équipes ont montré gu’il y avait, dans une propartvariant de 80 a 100%, une identité
clonale entre ces souches. Une seule étude, eeNealiks et al. [20] va a I'encontre de cette
affirmation. En se basant sur cette hypothése élguénte identité clonale, nos données
montrent que la valeur prédictive positive du digje de Pa est trés supérieure a celle de
SARM.

Les données épidémiologiques gu’elles soient naligsnou locales et la connaissance de la
part de la transmission croisée dans l'acquisitidnfection sont en faveur d'un dépistage
généralisé de Pa en réanimation. Méme en I'absdmoechniques validées de décolonisation
de Pa, nos données locales suggérent un intété&uréépistage a la fois sur un plan collectif,
dans le cadre de la prévention de la transmissiaisée, et de la préservation des
antibiotiques anti-pyocyanniques et sur un planviddel avec un possible amélioration de la
prise en charge des infections a Pa qui surviencieed des patients préalablement dépistés
positifs [21].

En conclusion, I'application d’'une stratégie de idtgge systématique d& aeruginosa en
réanimation associée a des précautions compléimentie type contact semble tout aussi
pertinente que [l'application de ces mesures pourRBA Toutefois, des études
complémentaires sont necessaires pour valideicBeffé de cette stratégie dans la réduction

du risque infectieux lié R. aeruginosa dans les services de réanimation.
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Tableau 1. Parts respectives du staphylocoquerdsigtant a la méticilline (SARM) et de.
aeruginosa (Pa) dans les principales pathologies infectieuseguises en réanimation,

données de prévalence et d’'incidence.

SARM P. aeruginosa

n % n %

Données ENP 2006

Infections totales en réanimation (n = 1673) 105 6.3 271 16,2 <0,001

Pneumopathies (n = 721) 57 7.9 161 22,3 <0,001
Bactériémies (n = 226) 22 9,7 27 11,9 0,45
Infections urinaires (n = 198) 7 3,5 28 14,1 <0,001

Données Réa-RAISIN 2008 CCLIN Sud-Est

Infections totales (n = 4991) 190 38 734 14,7 <0,001
Pneumopathies (n = 2136) 122 57 411 18,0 <0,001
Bactériémies (n = 857) 37 43 90 10,5 <0,001
Infections urinaires (n = 1110) 6 0,6 157 14,2 <0,001

Données Réa-RAISIN 2009 CCLIN Est

Infections totales (n = 999) 35 35 160 16,0 <0,001
Pneumopathies (n = 488) 24 43 93 19,1 <0,001
Bactériémies (n = 165) 6 3.6 17 10,3 0,02
Infections urinaires (n = 92) 1 25 31 16,1 <0,001
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Tableau 2. Revue des publications relatives au daeuxansmission croisée chez

P. aeruginosa.
Nombre de Nombre  Taux de
_ o Nombre de cas o
Auteurs Etablissement patient inclus _ de cas transmission
. acquis R o
dans 'étude exogene croisée (%)
Hopital
Ortega et al. universitaire 18
[18] Amsterdam 436 (dont 14 typés) 9 64
Pays-Bas
CHU
Berthelotetal.  St-Etienne 59 9 5 55,6
[14] France
CHU 237
Bertrand et al. Besancon 1646 (dont 155 typés) 83 53,5
[15] France yp
Hopital
universitaire
Bergrfwzazr]]s et al. Maastricht 100 24 10 41,7
Pays-Bas
Rogues et al CHU
g " Bordeaux 415 36 15 41,7
[19] c
rance
Centre Médical
Johnson et al Universitaire du
23] ' maryland 7071 149 46 31
Etats-Unis
d’Amérique
Hopital
Bonten et al.  universitaire 50
[9] Maastricht 297 (dont 44 typés) 10 22,1
Pays-Bas
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Tableau 3. Résultat des dépistages menés darertices de réanimation médicale et

chirurgicale du CHU de Besancon en 2007.

SARM P. aeruginosa
Nombre de patients dépistés 753 754
Nombre de patients dépistés positifs n (%) 31(4,1) 146 (19,4)
- al'admission n (%) 14 (45,2) 35 (24,0)
- en cours d’hospitalisation n (%) 17 (54,8) 111 (76,0)
Nombre de patients infectés n (%) 4 (0,5) 61 (8,1)
- a 'admission n (%) 2 (50,0) 9 (14,8)
- en cours d’hospitalisation n (%) 2 (50,0) 52 (85,2)
- préalablement dépistés pasiti{%) 1 (50,0) 33 (63,5)
- préalablement dépistés néegatif%o) 1 (50,0) 19 (36,5)
VPP % (IC 95 %) 3,2(0,2-185) 26,6 (19,3 —35,4)

VPN % (IC 95 %)

99,6 (98,7 — 99,9)

95,6 (93,6 — 97,0)
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2. Etude 2- Réle des points d’eau comme réservoirs de contdibmales

patients paPseudomonas aeruginosa dans les services de réanimation.

1.1. Présentation de I'étude

Le but de notre étude était de faire le point surle de I'environnement hydrique dans la
contamination parPseudomonas aeruginosa des patients hospitalisés en réanimation, en
absence de toute épidémie identifiee. Pour celaétume prospective a été menée durant 8
semaines entre le 20 février et le 10 avril 200Be Eoncernait les deux services de
réanimation adulte du centre hospitalier univeirsitade Besancon. Des prélévements
d’environnements (siphon et robinet) ont été réalisu niveau des points d’eau des chambres
de facon hebdomadaire, indépendamment du statytatests par rapport R aeruginosa.

Le statut des patients par rapport a la colonisAtitection parP. aeruginosa a été suivi par

la réalisation, en plus des préléevements a vissgndstique, de prélevements de dépistage de
chaqgue patient a I'admission puis de facon hebdairad.’isogénicité des souches cliniques
et environnementales a été recherchée par détdromrdes profils de macrorestriction de

I’ADN total par I'électrophorese en champ pulsé GHj.

2.2. Résultats

Au cours de I'étude, 123 patients ont été admis@spitalisation compléte en réanimation.
Parmi eux, 17 patients ont présenté au moins Uava@ent positif &. aeruginosa, pour un
total de 63 prélevements. Sur les 224 prélevemdertssiphons, 193 étaient positifs a
P. aeruginosa, et 10 sur les 224 prélevements de robinets. pagly moléculaire par PFGE
des souches cliniques a donné 17 clones, dontulrcleae incluait des souches isolées chez
2 patients. Les 203 souches environnementalepagtisisaient en 82 génotypes majeurs, 54
étaient des clones uniques et les 28 autres étdemntlones multiples. Seuls deux clones
multiples incluaient a la fois des souches clingje¢ environnementales. La cinétique de
colonisation/infection a montré qu’un seul patient les 14 évaluables a été infecté par un

clone présent préalablement dans I'environnemehtidiye de sa chambre.
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2.3. Conclusion

Dans cette étude, nous avons put constater queplesns des chambres de réanimation sont
fortement contaminés p&: aeruginosa. La clonalité des souches au niveau des pointud’e
est en faveur d’'une contamination rétrogratke le biofilm et non d’'une contamination a
partir de I'eau du réseau. Finalement, si le r@d’ehvironnement hydrique sur I'acquisition
de P. aeruginosa par les patients hospitalisés en réanimation edisgutable, la part
attribuable semble plus faible, hors situation épiijue, que celle attendue par de

nombreuses équipes opérationnelles d’hygiéne tadigpé.

2.4. Texte de l'article
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Abstract Objective: To assess
the role of the water environment
in the Psewdomonas aeruginosa
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The role of water fittings in intensive care
rooms as reservoirs for the colonization
of patients with Pseudomonas aeruginosa

from the tap (4.5%). Seventeen of the
123 patients admitted were colonized
with P aeruginesa. Only one of the
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colonization of patients in intensive
care units in the absence of a recog-
nized outbreak. Design and setting:
Prospective, single-centre study over
an S-week period in two adult ICUs at
a university hospital. Environmental
samples were taken from the water
fittings of rooms once per week,
during a B-week period. Patients were
screened weekly for P oaeruginosa
carriage. Environmental and humans
isolates were genotvped by using
pulsed-field gel electrophoresis. Re-
sults: P aeruginosa was detected in
193 {86.2%) of the 224 U-bend sam-
ples and 10 of the 224 samples taken

14 patients we were able to evaluate
was colonized by a clone present in
the water environment of his room
before the patient’s first positive
sample was obtained. Conclision:
The role of the water environment
in the acquisition of P aeruginosa
by intensive care patients remains
unclear, but water fittings seem to
play a smaller role in non-epidemic
situations than expected by many
operational hospital hvgiene teams.

Keywords Water fittings - Pseu-
domonas aeruginosa - Environment -
Acquired infections - Intensive care

Introduction

In the past few decades. Pseudomonas aeruginosa has
bacome a major hospital pathogen, due to both the number
and severity of the infections it causes. A national preva-
lence survey indicated that P aeruginesa was responsible
for 0% of all nosocomial infections in France, only
slightly fewer than Eschericfia coli and Stapfviococcus
aurcus  [1]. In the hospital setting, intensive care units
(1CUsy have a high endemic potential for this bacterium,
which canses 8% of nosocomial infections in such units,
versus only 6% in surgical and non-surgical units [2]. In
many departments, P aeruginosa is frequently involved
in broncho-pulmonary infections and. to a lesser extent,
urinary infections, infections of surgical sites, and bac-
teremia. The severity and excess mortality observed in
cases of pulmonary infection and bacteremia are due to
a combination of the intrinsic properties of the bacte-

ria — virulence factors and the natural resistance to antibi-
otics — and the immunocompromized status of the infected
patients [3].

P aeruginosa is an environmental bacteriom. It exists
as a saprophyte on damp soil, plant material. and in
freshwater, wastewater, and seawater [4]. It is independent
of humans but may be found as a commensal organism
in the digestive tract. P aeruginosa is rarely carried by
subjects in good health, being found in only 2-10%
of individuals, whereas it may be found in 50-60% of
hospitalized patients. particularly on burns and scabs.
The survival of P asruginesa seems to be particularly
favored by damp environments, such as sinks, taps, shower
heads, and other water fittings [5. 6]. This enables this
bacterium to contaminate meadical and surgical equipment,
hospital fittings, and other material [ 7], Numerous hospital
outbreaks have been blamed on the colonization of diverse
itemis of equipment and/or damp materials [8, 9], As a re-
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sult, many hospital hygiene teams place great emphasis
on the role of water in all infections with P aeruginosa,
particularly those ocourring in ICUs in the absence of an
outbreak.

The aim of this study was to evaluate the role of the
water environment on the colonization of patients hospi-
talized in ICUs in the absence of a recognized epidemic.

Materials and methods

Background

This study was carried out in the two adult [CUs (one
surgical and one medical) at Besancon University Hospi-
tal. Each of these two units has 15 beds, all of which are
in individual rooms for the surgical ICU, with two dou-
ble rooms for the medical ICU. This study was carried
out (collection of data and strains) over 8 weeks, from
20 February to 10 April 2006, Tt was approved by the hos-
pital’s review board.

Design of the study

Environmental samples were taken weekly from the water
fittings of the rooms, regardless of the P acruginosa
infection status of the patients in the rooms. P! aeruginosa
colonization status was monitored by testing samples
taken for diagnostic purposes and samples taken weekly
for screening purposes. We tested for isogenicity be-
tween clinical and environmental samples by determining
macrorestriction profiles of total DNA, by pulsed-fizld gel
electrophoresis (PFGE).

Clinical samples

The clinical samples tested were taken for diagnostic and
epidemiclogical (screening) purposes. Diagnostic samples
were not taken systematically: they were taken only if there
were clinical reasons to suspect infection, and the sampling
site was chosen according to the site of suspected infec-
tion. Screening samples were taken systematically on ad-
mission of the patient to the ICU and once per week there-
after, throughout the patient’s stay. They were taken from
the nose, the rectum, and from tracheal aspirates. Colo-
nization was defined as a positive result for at least one
sample.

Environmental samples
Two types of environmental samples were taken once per

week from the water fittings in each intensive care room:
10 ml of water from the U-bend under the sink and 150m]

of cold water taken directly from the tap immediately af-
ter activating. The various volumes of water sampled were
collected into sterile flasks containing sodium thiosulphate
to inhibit the effects of water chlorination.

Culture

Diagnostic samples were plated on agar Columbia broth
supplemented with 5% horse blood. Screening samples
were plated on agar Mugller—Hinton broth. Environmental
samples were plated on cetrimide agar after filtration and
24h enrichment in trypticase-soy (TS) broth. Cetrimide
agar plates were incubated for T2 h at 41°C.

Identification

Cetrimide agar is selective for P! aeruginasa, but other bac-
terial species may nevertheless develop. Identification of
P aeruginosa was based on positive oxidase activity, re-
sistance to kanamycin, growth at 4 1°C and not at 47C, and
confirmed by biochemical tests (ID 32 GN, Biomérieux,
Marey I'étoile, France).

Genotyping

Isolates were typed by determination of their total DNA
macrorestriction profile (pulsotype) following digestion
with Dral { Boehringer, Mannheim, Germany) as assessed
by PFGE (CHEF DRI, Bio-Rad Ivry sur Seine, France),
according to a technique previcusly developed by our
laboratory [10]. We used Gel-Compar (Applied Math,
Kortrijk. Belgium) to establish a similarity matrix for
the DNA based on caleulation of the Dice coefficient
(pairwise comparison of strains) A dendrogram was
generated with the UPGMA (unweighted pair group using
arithmetic means) hierarchical algorithm. We compared
gels vsing 8. aureus NCTC 8325 as a reference strain.
Typing results were interpreted according to international
recommendations [ 11].

Diefinitions

Clones including clinical isolates were defined as sporadic
if they were isolated from only a single patient, microepi-
demic if they were found in two or three patients, and
epidemic if from more than three patients. Clones includ-
ing environmental isolates were defined as unique if the
isolates were found in a single room and multiple if the iso-
lates were present in several rooms.
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Statistical analysis

The data were analyzed with Epilnfo version 6.04 (Epi-
Info, CDC, Atlanta, GA, USA), Confidence intervals were
calculated by the quadratic method of Fleiss.

Results

Incidence of colonization/infection

In total, 123 patients were admitted to the two ICUs (69 to
the medical unit and 54 to the surgical unit) for a total of
1416 days of hospitalization (720 in the medical unit and
696 in the surgical unit). Seventeen patients (2 in the med-
ical unit and 9 in the surgical unit) presented at least one
sample positive for P geruginesa. The overall incidence
of colonization was 13.8 (range 8.5-21.5) per 100 patients
admitted: 11.6 (range 5.5-22.1) for the medical unit and
L 6.66 (range 8.4-29.8) for the surgical unit. The overall in-
cidence density was 12.0 (range 7.2-19.6) per 1000 days of
hospitalization: 11.1 (range 5.9-22.7) for the medical unit
and 12.93 (range 8.3-25.3) for the surgical unit. In total,
63 samples tested positive for P aeriginosa: 46 screening
samples from 16 patients and 17 diagnostic samples from
7 patients.

Positivity of the water environment

In total, 448 samples were taken from both ICUs. P acrug-
imosa was detected in 193 (86.2%) of the 224 U-bend sam-
ples and 10 of the 224 samples taken from the tap (4.5%:;
Table 1). More than half the samples taken from U-bends
contained more than one strain of P aeruginosa, with some
samples containing up to four strains. Permanent coloniza-
tion of the U-bend was observed in five of the 28 rooms.
Twao of these rooms were in the surgical ICU and the other
three were in the medical ICLT

Molecular typing

The clinical isolates belonged to 17 clones. Sixteen of
these 17 clones were sporadic (isolated from a single
patient), and one clone was microepidemic including
isolates from two patients. We typed 203 environmental
isolates in all. These 203 environmental isolates belonged
to B2 pulsotypes — 37 present in the medical ICU, 33
in the surgical ICU and 12 in both wvnits; 54 of these 82
pulsotypes were isolated only once — 29 in the medi-
cal unit and 25 in the surgical unit — and the other 28
pulsotvpes were multiple. Eight of these strains were
present in the medical unit, & in the surgical unit, and

Table 1 Positive results {and numbers of clones) for samples taken from U-bends

Room Date
21 Feb 27 Feb 6 Mar 13 Mar 20 Mar 27 Mar 3 Apr 10 Apr
Medical Al 1" 2 2 3 2 0 1 3
intensive A2 1 3 2 2 | 2 2 ]
care unit A3 1 | 1 2 2 2 2 2
Ad 1 1 3 3 3 1 i 2
AS 1 | 2 3 3 1 1 2
El 1 3 2 | 2 2 | 2
B2 1" 2 2 2 2 1 3 0
B3 1 3 1 3 2 2 2 2
B4 1 | 3 1] 4 2 2 0
BS 1 1 2 2 1 1 2 0
Cl 1 1 4 2 2 0 3 2
Cc2-3 1 3 3 3 3 3 2 0
C4-5 1 2 4 3 2 0 1 2
Surgical Al 1 2 1 3 2 0 1 0
intensive A2 1 2 3 2 2 4 i 2
care unit AZ 1 3 1 2 | 0 | 2
Ad 1 2 2 | 2 3 2 2
AS 1 2 1 3 2 2 | 3
Ab 1 2 3 2 2 0 2 0
AT 1 2 2 3 2 0 1 0
Bl 1 2 2 2 3 1 2 0
B2 1 1 2 2 2 2 0 0
B3 1 1" 0 2 | 1 2 0
B4 1 3 1 2 3 2 | 2
Cl 1 i} 4 2 2 1 0 1
c2 ] 0 2 2 2 1 3 2
C3 1 3 1 2 3 1 2 0
C4 1 i} 3 2 1" 0 | 0

1 0ne positive sample from taps

-85 -



1431

Table 2 Timing of the coloniza-

sonfinfecti F nati ith Patient no. Clone no. ] i o ]
tionfntection of pahents with First positive environ- First clinical Second environmental
respect to the timing of positive mental sample sample sample
results for environmental sam-
ples from the water fittings 1 Ak 43 61

2 9,48 23 5

3 43 43 43

4 43 34 31,43

5 i 42 -t

i 42 40 -t

7 Akt 7 41, 104

2 71 a7 42, 4

9 Ahs? 2 40,42, 76

10 24 18 20, 38

11 42,90 36 42

12 2 13 2,10, 38

13 1o, 27 3l 1, 27

14 43 22 b

15 42, 101 65 42

16 2,66 12, 103 67

17 31,3274 a5 -t

* Absence of environmental sample

b Negative environmental sample

12 were present in both units (Table 1), Only two multi-
ple clones included both clinical and environmental iso-
lates: one was isolated from 7 environmental samples and
| patient, and the other was isolated from & environmental
samples and 2 patients. The time course of colonization
was investigated by considering the timing of the clinical
and environmental samples taken for the 17 patients
colonized with P. aeruginosa (Table 2). Only | patient was
colonized with a clone present in the water environment
of his room before he gave his first positive sample. In the
3 cases without environmental sample El, the environ-
ment perhaps acted as a reservoir, too. The environment
was therefore a possible reservoir for the colonization
of patients in | of 14 cases. In half the cases, the water
environment (U-bends and taps) of the room contained
several clones of P aeruginesa. For a given water fitting,
in 9 cases of 10, the tap and the U-bend were colonized
with identical clones.

Discussion

In this study, the incidence of colonization by P aerug-
inosa was high, but molecular typing showed that there
was no clonal outhreak. This high incidence was revealed
by identification of simple colonization through testing
screening samples. If diagnostic samples only had been
used, the measured incidence would have been about
half that reported. The water environment played only
a minor role because only one of the 14 cases that could
be evaluated was consistent with a colonization from the
water sources tested (7.2% of cases).

Testing samples taken from water fittings in surgical
and medical intensive care rooms in this study showed,
nevertheless, that U-bends were frequently contaminat-
ed with P aeruginosa, consistent with published findings
[5. &, 12, 13]. In half the cases, the water environment
(U-bends and taps) of the room contained several clones of
P aeruginosa. This, together with the clonal diversity of
the strains isolated from U-bends (differences between and
within U-bends), provides evidence for colonmization of
the U-bend from the exterior rather than originating from
the water supply. In addition, the presence of identical
strains in the U-bends of sinks in both these physically
independent units not shared by the same patients is
suggestive of retro-colonization of the U-bend by the
microflora present in wastewater pipes, via the biofilm, as
previcusly proposed [14].

The role of the water environment in the P geruginosa
colonization of patients was the key issue in this study.
Many studies have attributed a major role to water fittings
in the incidence of patient colonization with B aeruginosa
m ICUs [5, 12, 14]. Other studies have reported only
a weak epidemiological link betwesn environmental
colonization and the occurrence of infections in patients
[4. 15, 16]. All these previous studies were carried out
during outbreaks. Some prospective studies have been
published and they report frequencies of patient coloniza-
tion by the environment of 14.2-50% [3, 6, 1214, 17,
1&]. In our study, in the absence of clonal epidemic, the
frequency of colonization of patients via the water envi-
ronment of their rooms seemed to be lower. Regardless of
the epidemiclogical sitwation. which may differ between
departments, measurement of the frequency with which
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this event arises requires three methodological conditions
which have never before been fulfilled:

I. The identification of all patients colomzed by epi-
demiclogical sampling (screening) of patients. We
found that the vse of diagnostic samples alone would
have identified only about hall the colonized/infected
patients,

. The collection of samples from water Attings should be
generalized and carried out regularly to make it possi-
ble to determine whan the patients became infected or
colonized. This is rarely the case in surveys motivated
by the suspicion of an epidemic.

. Strain comparisons should be based on a highly re-
producible and diseriminant tyvping method. The de-
termination of the total DNA macrorestriction profile
by PFGE can be considered to be the gold standard
method for typing [10, 19].

bed

Lt

The frequency of strains widely present in the envi-
ronment (multiple clones) but never isolated from patients
was high. Observations of this tvpe led Valles et al. to
suggest that there may be two different genetlic groups in

this species: one group of strains that are mostly environ-
mental and not very pathogenic in humans: and one group
of strains better adapted to humans with a much higher
pathogenic potential [13]. This view is supported by viru-
lence surveys, analyses of bacterial populations by nwlti-
locus sequence typing, and the application of several typ-
ing methods to strains of two different origins (clinical and
environmental) [4, 20, 21].

Conclusion

In conclusion. although water fittings clearly play a role
in the acquisition of P aerugimosa by patients hospital-
zad in ICUs, the contribution of this phenomencon in
non-epidemic situations appears to be much smaller than
generally believed by many operational hospital infection
control teams.

Open Access. This anticle 1= distributed under the terms of the
Creative Commons  Attribution Noncommercial License which
permits any noncommercial use, distobution, and reproduction in
any medium, provided the orginal author's) and source are credited,
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3. Etude 3- Epidémiologie moléculaire des souche$sridomonas

aeruginosa multi-résistantes dans un hopital universitairangais.

3.1. Présentation de I'étude

Dans nos hopitaux, on observe une circulation de ph plus importante de souches multi-
résistantes, pour lesquelles les options thérapeegi s'averent trés limitées. Ce travail avait
deux objectifs : 1) évaluer l'incidence des souchlesPseudomonas aeruginosa multi-
résistant (MDR-PA) dans les différents servicessds du CHU de Besancon, et 2)
caractériser les souches par une technique de ypamget afin de préciser la part de la
dissémination clonale dans I'’émergence de cettg-résistance.

Pour cela une étude prospective a été menée asttlere 2007 et septembre 2008. Tous les
isolats de prélevements a visée diagnostique deépologique (dépistage) ont été collectés,
a l'exception de ceux des patients atteints de wiscolose. Les prélevements
épidémiologiques (nez, rectum et aspiration traeh@aur les patients ventilg£taient
réalisés de facon systématique, dés I'admissiopadientet répétés une fois par semaine tout
au long de I'hospitalisationCe type de prélevement était effectué uniquenckeiz les
patients hospitalisés dans les services de réapimatantibio-résistance de ces isolats a été
évaluée contre 13 molécules antipyocyaniques ¢iliae, ticarcilline/acide clavulanique,
pipéracilline/tazobactam, aztréonam, ceftazidim&féemme, imipénéme, méropénéeme,
ciprofloxacine, gentamicine, tobramycine, amikaaheolistine).

Les souches ont été sélectionnées en fonctiorude peofils de résistance. Seules les souches
résistantes ou intermédiaires a tous les antihietidestés, ou les souches sensibles a un seul
antibiotique autre que la colistine, ont été inekiglans I'étude. Les analyses effectuées
incluaient la détection phénotypique detactamases a spectre étendu (BLSE) par le test de
synergie, l'identification des gendsa codant pour les BLSE (PCR et séquencage) et le
génotypage (PFGE). L’ensemble des souches a &dijet d’'un dédoublonnage, une seule

souche isolée par patient et par site de prélevemen
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3.2. Résultats

Durant la période d'étude 60 454 patients ont étgisaen hospitalisation complete. Parmi
eux, Six cent cinquante quatre patients ont présemt moins un préléevement positif a
P. aeruginosa et pour 38 d’entre eux (5,8%) la souche était MB#tt, un taux d’incidence de
0,1/1000 patients-jours pour les prélevements @eviiagnostique. Sur les 38 patients, deux
étaient positifs & I'admissiors48 heures) a MDR-PA, les 36 autres présentaiendéliai
moyen d’acquisition d’'une souche MDR-PA de 41 joetrgparmi eux 13 étaient d’emblée
positifs a MDR-PA. La détection de BLSE et l'iddiatation des genella étaient négatives.
Deux isolats produisaient une oxacillinase acqU3®A-14 et OXA-28) et les 36 autres
étaient considérés comme hyperproducteurs d’Am@S.38 isolats dédoublonnés ont donné
12 pulsotypes, dont un incluait 15 patients (clépalémique majeur ; D) et trois incluaient
quatre isolats chacun (clones micro-épidémiquesG At J). L’analyse spatio-temporelle des
cas colonisés/infectés par le clone D montraitdéaize de lien entre les cas et la comparaison
des profils des clones épidémiques et micro-épigées avec notre base de données locale
montrait la présence antérieure de ces clones matns établissement avec des phénotypes
non-MDR.

3.3. Conclusion

Dans notre étude, I'apport des préléevements a \@pé@demiologique en réanimation était
important dans I'identification de 'ampleur depidémie puisque, a travers ces prélevements
systématiques, plus d’'un tiers des patients étddanisé/infecté par une souche MDR-PA
épidémique. Finalement, ces résultats suggérent lgge clones MDR-PA émergent
principalement, a la faveur de la pression de séle@ntibiotique parmi des clones &e
aeruginosa endémiques moins résistants qui diffusent au gs#n notre hopital par
transmission croisée. La priorité devrait étre dmn I'amélioration de I'observance des

précautions standard.

3.4. Texte de l'article
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The aim of this study was o assess the incidence and molecular epidemiology of multidrug-
resistant (MDR) Pseudomonas aeruginoss in our undversity hospital, Analysis included anti-
microbial susceptibility profiling, bla gene identificaton and pulsed-field gel eledrophoresis
(PFGE). During the one-year study, 554 patients had at least one samiple that tested positive for
P aeruginosa, of whom 38 (5.8%) were colonised or infected with an MDE isolate, giving an

Keywoards:
Epidemiology inddence of 01 patient per 1000 patient-days. The 38 non-duplicate isolates yielded 12
Genalyping different PFGE patterns, three of which included isolates from four patients and one of which

Multidrug reistancs
Peswdomonas asmuginosa

induded isolates from 15 patients. Two isolates produced acquired extended-spectrum
f-lactamase (one OXA-14 and one OXA-28) Genoty ping showed that cross-transmission was
responsible for about 70% of MDE P eeruginosa cases although spatio-temporal analysis failed
to demonstrate when this might have occurred for most cases. The major epidemic and the
three main micro-epidemic clomes were already present in our hospital with a more suscep-
tilble phenoty pe. 1tis likely that some P oeruginose dones are endemic inour hospital and that,
within these clones, MDR isolates emerge under antbiotic pressure. Our results indicate that
cross-transmission plays a major role in the spread of MDE P oaeruginosa and suggest that
priority should be given o the improvement of standard hygienic precutions.

@@ 2000 The Hospitzl Infection Society. Published by Elsevier Lod. All rights reserved.

Introduction

Peeudomonas aeruginesa is one of the leading causes of bacher-
aemia and pneumonia in patients hospitalised in intensive care
units (IL’L!E}1 A point prevalence survey conducted in Francoe
showed that this organism was responsible for 18% of nosocomial
infections in 10Us, and for 6% in medical and surgical |J.1:[.:-¢Lr[ru|:n[s.2
Environmental sources such as contaminated equipment have been
identified as potential reservoirs, although the significance of
Poaeruginosa in the hospital enviromment remains controversia L*In
addition to being intrinsically resistant to several antinicrobial
agents, Pooeruginosg can acquire resistance to comventional

¥ Comrespanding  suthor Address: Ssrvice dHygigne Hospitaliére, Centre
Hospitalier Univesitaire Besangon, 3 Bd Fleming, 25030 Besangon eedex, France
Tel: +33 3 81668053 ; lax: 433 3 R1668914.
E-mail address: danisl talon@univ-lome i (D Taon)

antipseudomonal antiblotics including antipseudomonal penicil-
lins, ceftazidime, carbapenems, aminoglycosides and  Auoro-
quinolones.®  Over recent years, nosocomial infections  amd
outbreaks caused by strains resistant to all clinically available
antipseudomonal antiblotics have been I'l:[.!.lr[l.'d_s_? Multidrug
resistance in P oaeruginesa makes treatment of infections difficult
and expensive and may increase patient morbidity and mortalin.®
The objective of this study was to assess the incidence and
molecular  epidemiology of mulddrug-resistant P aeruginosa
(MDE-PA) in our university hospital.

Ml thond s
Serring and sudy design

Besancon Hospital is a 1200 bed, university-affilizted hospital in
eastern France, Data were colleded prospectively from Odober

O195-5701 15 — se== front matter @ 2010 The Hospital Infection Society. Publizhed by Bievier Ll Al rights reserved.
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2007 to Seprember 2008, All dinical and screening isolates of
P oorruginosa, excluding isolates from patients with oystc fbrosis,
were collected and tested for antimicrobial resistance to 13 ant-
pseudomonal agents (tcardllin, tcardllingclavulanate, piperacilling
tazobactam, aztreonam, ceftazidime, cefepime, imipenem, mero-
penem, dprofloxacin, gentamicin, tobramycin, amikadn  and
colistin}. Screening samples (nose, rectum and tracheal aspiration)
were collected only in adult ICUs, Resistance patterns were deter-
mined by the Kitby—Bauer disc method on Mueller-Hinton agar
(Bio-Kad, lvry-sur-5Seine, France], as recomimended by the Antibio-
gram Committes of the French Society for Microbiology ® A Sirscan
automated image analyser (124, Perols, France) was used to measure
inhibition diameters and o compile resistance data® MDR B oeru-
ginosa (defined as strains resistant or intermediate to all ant-
pseudomonals tested or susceptible to only one antipseudomonal
antibiotic with the exception of colistin} were further selected.

Bacreriol idengfico tdon and decermingdon of resistance mechanisms

Diagnostic or screening samples were streaked on Columbia
agar supplemented with 5% hor se blood or on Mueller—Hinton agar
(Bio-Kad ), respedively. ldentificaton of P aeruginosa was based on
positive oxidase activity, resistance to kanamycin, growth at 41+<C
and fallure o grow at 4+<C, and additionally confirmed by
biochemical testing (ID32GN, biolMérieux, Margy I'Etoile, France )
Saeening for extended-spectrum f-ladamase activity was per-
formed for all ceftazidime-resistant isolates using the double disc
synergy test (DDST) where discs of ceftazidime, aztreonam and
cefepime (30 pg each) were positioned at variable distance from
a disc containing amoxicillin 20 pg and davulanate 10 pg.m Whaole-
cell DMA was extracted and purified with the QiAmp DNA mini kit
(Qlagen, Courtaboeufl, France)., Spedfic primers were used to
amplify the f-lactamase-encoding genes blasyy, bloper, bloves,
blagps, blopp, blaws, blavis, blaces, blaspa, blaoxad goup blaoxau
growp, Blgoxanl growp, blooxes and blaoxsas by polymerase chain
reaction (PCR) from these extracts.! Positive PCR controls wer e run
in parallel. Purified amplicons were sequenced on both strands on
an Applied Blosystems 3130 Genetic Analyzer (Applied Blosystems,
Foster City, CA, USA)L Nudeotide sequences were compared and
aligned with reference sequences using the NCBI BLAST program,

Genotyping

A Dral-macrorestreiction profile of total DNA from each isolate
was determined by pulsed-field gel electrophoresis (CHEF DRI,
Bio-Rad} according o a method previously developed in our
laborato r'y.u We used GelCompar software (Applied Maths,
Kortrijk, Belgium) to establish a DNA similarity matrix. A dendro-
gram was constructed using the unwelighted-pai-group method of
the arithmetic average clustering method with the Dice cosficient
Whe ensured that gels were comparable by including Stephylococcus
aureus NCTC 8325 as a reference. Pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE]} results were interpreted according o international recom-
mendations)® PEGE patterns were considered as sporadic if
recovered Mrom a single patient, micro-epidemic if recovered from
twio to five patients, and epidemic if recovered from more than five
patients.

Results

During the study period, 60,454 padents were admitted For
atotal of 328,782 patent-days. A total of 654 patients had at least
one sample positive for P ooeruginosa; strains from 38 of these
patents (5.8%) were MDRE. Five ICU patients were included as
a result of positive screening tests for MDR-PA. Table | reports the

Table |
Incidende of mulidng-resistant Peudomonas asmiginosa Balates awording to
spadalty. Beangn University Hospital

Type of unit  No. of patients with Incidence per Incidence per 10D
clinical specimens 100 patients patieant-das
vielding P asuginoa {95% I {953 Cl)

Surgary 10 036 (01 8—-0068 ) 0U076 (DL039—0.145)
Haemataology 3 Q227 (Q058—0721) 0233 (D.060—0.741)
Medicine 14 Q057 (L032—-0u0S8 ) 0U085 (D.054—0.164)
Pasdiatrics 1} 1] o

lul] a{11y Q705 (A286— 1.508) 0.518 (D251—1.420)
Turtal 33(38° 054 (L038—0077) 0100 (D0F—0.143)

KO, imbensive care unit.
A Kumbers in parenthesss indicate the total number of Bolastes including
soresning isolates Soreening isolabes were sxcluded from the incidence caloul stions.

incidence of MDE P aeruginoss acoording to medical specialty,
excluding the five screening isolates,

Only two of the 38 patients were positive for MDE-PA within
48 h of admission. The mean period between admission and
recognition of MDE-PA colonisation for the 36 remaining patients
was 41 days. Thirteen of these 36 patients were initially colonised
with MDE-PA; the remaining 23 were initially colonised with
a more susceptible isolate.

Among the 38 non-duplicate MDRE-PA isolates, six were resistant
o all antipseudomonals tested (excluding colisting, 16 were non-
susceptible (resistant or intermediate) to all antpseudomonals
tested and 10 remained susceptible to one agent (tobramycin, 4;
amikacin, 2; gentamidn, 1; aztreonamy, 1; imipenem, 1; cipro-
Moxacin, 1), Two isolates produced extended-s pectrum axacillinase
{orne OXA-14 and one OXA-28). The remaining 36 isolates were
considered to be AmpC overproducers in the absence of bla gene
identification by PCR and negative DDST tests,

The 38 non-duplicate isolates yielded 12 PFGE patterns (A to L):
SiX unigque patterns, one pattern including isolates from two
patients, one pattern including isolates from three patients, three
patterns including isolates from four patents, and one pattern
(done D} including isolates from 15 patients (Figure 1) Figure 2
shows the spatio-temporal distribution of patents colonised or
infected with epidemic clone DL Clone s pattern and the three
patterns including isolates from four patients were included in our
P orruginosa FFGE database: all four patterns were shared by non-
MDE isolates genotyped previously, Extended-spectrum axacilli-
nase 0XA-14 was produced by the single representative of sporadic
clone H (patient 13} and OXA-28 by one of the two representatives
of micro-epidemic clone H (patient 31).

Discussion

The incidence of acquired MDR-PA colonisation/infections (0.1)
1 patient-days) in our hospital is not as high as that observed
for other MDRE bacteria such as MESA (02751000 patient-days)
and ESBL-produdng Enterobacteriaceas (0263 1000 patient-days )
during the same period. The inddence of MDRE-PA is not negligible,
howewver, particularly considering our stringent definidon of
multidrug resistance, and these strains pose a therapeutic chal-
lenge. Unfortunately we cannot compare our incideno rate with
other people's due to variability in the definition of MDR-pa4

The issue of screening for MDRE-PA deserves mention. In 1CUs
where a screening programme has been implemented, five out of
11 patients with MDR-PA were detected only by screening.
Although complianoe with hand hygiene procedures should be
sulficient to prevent cross-transmission, screening appears o be an
important measure when a healthare facility is confronted with
outhreaks of MDR-pa 121518
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Figure 1. Pulssd-lisld gel slearophoreds banding pattemns alter Dral digestion of non-cuplicats Pewdomeones senginoss folabes

Spatio-temporal analysis of the distribution of MDE-PA in our
hospital demonstrated that all specialties (ICU, medicine, haema-
tology, surgery), with the exception of paediatrics, are contami-
nated. Genotyping showed that one major epidemic  done
represented 4% of MDE-PA  isolates, while micro-epidemic

clones accounted For 30%, suggesting that cross-transmission is
responsible for about 0% of MDE-PA cases. Mevertheless, two
observations areof interest. First, the major epidemic and the three
migin micro-epidemic clones were already present with a more
susceptible phenotype in our hospital before the study. Second,
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Figure 2 Spatio-temparal distrbation of pulssd-fiekl gel elagraphonesis pattern [ H, haematalogy unit; ML medical urdt; 51 surgical unit; 10U, imtensive cre unit. Numbears
indicate the pafient number; salid lines indicate the stay of the patient; arrows indicate transfer ol the patient betwesn units.

spatio-temporal analysis failed in most cases to demonstrate
opportunities for cross-transmission (Figure 2} As MDR-PA was
deteded in different units over a long period, these strains are
probably endemic within our hospital. Our results also show that
MDRE-PA may sporadically acquire or lose resistance determinants
during the course of an outhreak. We believe that endemic clones
circulate in our hospital and that MDE isolates emerge under
antibiotic pressure.

Given the possible life-threatening consequences of P aerugi-
nosa infection and the continued emergence of MDR strains which
hamper effective antdmicrobial therapy, we reguire strategies to
reduce the development of antimicrobial resistance. Our results
indicate that cross-transmission plays a major role in the spread of
MDE-PA in our hospital and suggest that priority should be given to
improvement of standard hygiene procedures, particularly hand
disinfection before and after contact with patients. Prudent use of
antibiotics is also essential.
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4. Etude 4— Epidémie hospitaliere d®eudomonas aeruginosa productrice d’'une
oxacillinase a spectre étendu de type OXA-19.

4.1. Présentation de I'étude

Pseudomonas aeruginosa a la capacité d’acquérir de nombreux mécanismeégigtance aux
antibiotiques. La production d&lactamases de classe A ou B (classification d’Aer)bést
fréguemment décrite dans la littérature. Par comtie souches de. aeruginosa produisant
des oxacillinases a spectre étendu (de classe tDjtérdécrites de fagon sporadique et leur

épidémiologie reste mal connue.

Cette étude rapporte les résultats de I'analyseeddpidémie d@. aeruginosa produisant une
oxacillinase a spectre étendu de type OXA-19 qui ssvenue au centre hospitalier
universitaire de Nancy. Toutes les souchesPdeaeruginosa résistant a la ceftazidime
(diametre d'inhibition <15 mm), a I'exclusion dsslats de mucoviscidose, ont été recueillies

entre octobre 2007 et septembre 2008.

Les analyses effectuées incluaient la détectiomgiiypique desp-lactamases a spectre
étendu (BLSE) par le test de synergie, l'identiiima des genebla codant pour les BLSE
(PCR et séquencage) et le génotypage par I'éldatrége en champ pulsé (PFGE).

4.2. Résultats

Au total, 92 souches de. aeruginosa résistantes a la ceftazidime ont été isolées di8ez
patients. Les 92 isolats ont donné 10 pulsotyp&$ (pBr I'analyse PFGE, 4 PT uniques, 1 PT
comprenait les isolats de 2 patients, 2 PT avedstdats de 3 patients, 1 PT avec les isolats
de 5 patients, 1 PT avec les isolats de 14 patetritdPT avec les isolats de 23 patients. Parmi
les 48 patients, 42 ont été colonisés / infectésupasouche avec un profil électrophorétique
unique et les 6 autres ont été colonisés / infedegégacon séquentielle par des souches
présentant 2 profils électrophorétiques différebise synergie a été observée pour 48 isolats
entre la ceftazidime et le clavulanate (la distades disques de centre a centre était de 12
mm). Pour ces 48 isolats, le point isoélectriqueeeelé la présence d’un@lactamase
(pl=7,6) et les génes aacA4 et blaOXA-19 ont éeatidié par PCR.
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Les 48 isolats producteurs de OXA 19 ont été iscihéez 27 patients et ont été regroupés en 3
pulsotypes, PT n° 2 (3 patients), PT n° 6 (1 pétien PT n°8 (23 patients). Une unité de

soins intensifs a été identifiée comme étant l&mie de I'épidémie et la propagation dans les
autres unités de soins a été engendrée probablgraeies transferts de patients. En outre,
compte tenu de la courbe épidémique, il est prabgbk le géne blaOXA-19 a été transféré

du clone 8 au clone 2 puis au clone 6.

4.3. Conclusion

A notre connaissance, c'est le premier rapporticiurune épidémie impliquant des souches
de P. aeruginosa produisant une oxacillinase clavulanate-résistaatespectre étendu.
L'émergence de ces souches pose un probleme detioét L'utilisation d'un test de
dépistages spécifiques est nécessaire pour lailkamee continue de ces micro-organismes,
ainsi que la mise en ceuvre des mesures de luttieectinfection afin de prévenir leur

transmission croisée entre patients.

4 4. Texte de I'article
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Hospital outbreak of Pseudomonas aeruginosa producing
extended-spectrum oxacillinase OXA-19

Pseudontonas aeruginosa is one of the
leading causes of bacteraemia and
pneumonia in patients hospitalized in
intensive care units (Bertrand et al., 2001).
In addition to being intrinsically resistant
to several antimicrobial agents, P.
aeruginesa can acquire resistance to
conventional anti-pseudomonal antibiotics
including anti-pseudomonal penicillins,
ceftazidime, carbapenems,
aminoglycosides and ciprofloxacin
(Carmeli et al, 1999). The mechanisms of
resistance to fi-lactams mostly invalve
stable upregulation of the intrinsic
cephalosporinase AmpC, acquisition of
transferable fi-lactamases (with narrow or
extended spectrum), outer-membrane
impermeability (alteration or
underproduction of porin OprD) or
MexAB-OprF efflux pump
overproduction (Livermore, 2002).
Clinical P. aeruginosa isolates producing
class A extended-spectrum fi-lactamases
[ESBLs) such as TEM, SHV, PER, GES,
VEB, BEL and CTX-M are frequently
described (Weldhagen er al, 2003). Ambler
class B enzymes (metallo-fi-lactamases,
such as IMP, VIM, S5PM and GIM) also
spread among clinical P. aeruginosa
isolates, especially in Asia and Europe
(Rossolini ef al, 2007). P. aeruginosa
strains producing extended-spectrum
oxacillinases (from the Ambler class D)
have sporadically been described but
knowledge of their spread in the clinical
setting remains poor (Poirel et al.,, 2010).

Within the framework of a hospital clinical
research project, we found evidence of an
outbreak of P. geruginosa producing the
extended-spectrum oxacillinase OXA-19,
This report describes the microbiological
investigation of this outbreak.

In the bacteriology laboratory of Nancy
University Hospital (Lorraine, France), the
susceptibility of all P. geruginosa isolates to

The GenBank/EMBL/DDBJ accession
number for the sequence of the class 1
integron is FJIOBTH2.

a panel of anti-pseudomonal agents was
systematically determined by the disc
diffusion method on Mueller-Hinton agar
(bioMérieux) according to the guidelines
of the Antibiogram Committee of the
French Microbiology Society. All
ceftazidime-resistant (Caz®) (MIC =8 mg
1!} P. aeruginosa strains, excluding cystic
fibrosis isolates, were collected over 1 year
(from October 2007 to September 2008).
Overall, 92 Caz"® P. aeruginosa isolates were
obtained from 48 patients.

An ESBL phenotypic screening test was
performed for all Caz" isolates by using the
double disc susceptibility test (DDST),
where discs of ceftazidime, aztreonam and
cefepime (30 pg each) were positioned at a
variable distance from a disc containing
amoxicillin (20 pg) and clavulanate

(10 pg) (Jiang et al, 2006). A slight
synergy was observed for 48 isolates
between ceftazidime- and clavulanate-
containing discs only when the distance
between discs (centre to centre) was

12 mm (data not shown).

For all of these isolates, isoelectric focusing
(Hocquet et al., 2003) revealed the
presence of the AmpC cephalosporinase
(pl 8.1), as well as a secondary fi-lactamase
exhibiting a pI of 7.6. The identification of
the secondary f§-lactamase was carried out
by PCR on whole-cell DNA using primers
specific for the class D f-lactamases (OXA-
10, OXA-2 and OXA-1 derivatives)
because of the basic pI of this enzyme and
the poor synergy provided by clavulanate
toward ceftazidime (Bert er al., 2002). Only
PCR using primers targeting the blagxa.ig
group was positive. As blagya genes are
most frequently found in class 1 integrons
(Fluit & Schmitz, 2004), we also performed
PCR experiments using consensus primers
5'-CS and 3'-CS specific for class 1
integrons (Levesque et al., 1995), The PCR
amplicons (1673 bp) were sequenced on
both strands, resulting in the identification
of a class 1 integron (GenBank accession
no, FJ906752) containing two resistance

gene cassettes, namely aacA4, which
determines an aminoglycoside 6'-N-
acetyltransferase conferring high resistance
to gentamicin and tobramycin, and
blagxa.1e, which encodes the extended-
spectrum OXA-19 (Mugnier ef al,, 1998),

PFGE typing was performed on all Caz®
isolates as previously described (Bertrand
et al., 2000). We used the GelCompar
software (Applied Maths) to establish a
DNA similarity matrix. A dendrogram was
constructed using the unweighted pair-
group method with arithmetic averages
clustering method and the Dice coefficient.
We ensured that the gels were comparable
by including Staphylococcus aureus NCTC
8325 as a reference. PFGE results were
interpreted according to international
recommendations (Tenover et al., 1993),
PFGE analysis showed that the 92 isclates
clustered in 10 different PFGE patterns:
two large clusters comprising 23 and 14
isolates, respectively; three smaller clusters
comprising three, two and three isolates,
respectively; and four unique patterns
from four isolates (Fig. 1). A single PFGE
pattern was detected in 42 patients, and at
least two different PFGE patterns were
identified in six patients. The 48 isolates
producing OXA-19 recovered from 27
patients were clustered into three PEGE
patterns: no. 2 (three patients), no. 6 (one
patient) and no. 8 (23 patients). One
intensive care unit was the epicentre of the
main OXA-19-producing clone (no. 8),
which further spread to other units, likely
as a consequence of patient transfers.
Moreover, considering the epidemic curve,
it is likely that the blagxa.1o gene was
transferred from PFGE pattern 8 to PFGE
patterns 2 and 6 (Fig. 2). Among the 27
non-replicate OXA-19-producing isolates
(one per patient), 22 were resistant ta all
anti-pseudomonal antibiotics tested
(ticarcillin, piperacillin-tazobactam,
ceftazidime, cefepime, aztreonam,
imipenem, meropenem, tobramycin,
amikacin and ciprofloxacin) with the
exception of colistin.
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Fig. 1. Pulsed-field electrophoresis banding patterns after Dral digestion of non-duplicate P. aeruginosa isolates.

To our knowledge, this is the first report
describing an outbreak involving P.
aeruginosa isolates producing a
clavulanate-resistant extended-spectrum
oxacillinase. During the same period, we
also evidenced an outbreak of £.

aeruginosa producing OXA-28 in another
French hospital (Hocquet et al,, 2008). The
emergence of P. aeruginosa producing such
f-lactamases may be related to a recent

spread of extended-spectrum oxacillinases
among P. aeruginosa clinical isolates. This

phenomenon may be underestimated
because of the difficulty in detecting such
strains In clinical laboratories. Indeed,
most of these oxacillinases (with the
exception of OXA-18) are poorly inhibited
by clavulanate. This undermines DDST
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represents PFGE pattern 6. Arrows indicate the transfer of the patient between units.

screening tests using conventional distance
(3220 mm) between third-generation
cephalosparins and clavulanate. Extended-
spectrum oxacillinase activity is also
inhibited by cloxacillin, a compound used
in phenotypic screening tests to unmask
ESBLs in an AmpC overproduction
background (Aubert et al,, 2004). OXA-19-
producing P. aeruginosa is detected only
when ceftazidime- and clavulanate-
containing discs are in close
approximation to each other.

In conclusion, the emergence and spread
of extended-spectrum oxacillinases among
P. aeruginosa clinical strains is a matter of
concern. These multidrug-resistant
bacteria caused infections that are difficult
to treat, as colistin often remains the
unique therapeutic option. Ongoing
surveillance of these micro-organisms,
with the use of a specific screening test, is
warranted as well as the implementation of
infection control measures to prevent their
cross-transmission between patients.
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5. Etude 5- Détection d’'une nouvelle oxacillinase a spectradiechez

Pseudomonas aeruginosa.

5.1. Présentation de I'étude

Depuis le début des années 1990, les oxacillinasgsectre étendu ont été rapportées chez
des souches cliniques &seudomonas aeruginosa, principalement en provenance de Turquie
et de France, et leur identification est souvefiicde. Le but de cette étude était de décrire
I'émergence chez un patient d’'une nouvelle oxaeile a spectre étendu, nommée OXA-147,
découlant de OXA-35.

En Janvier 2009, deux souches (4747 et 475%9.deruginosa présentant des sensibilités
différentes a la ceftazidime (4747 : CMI = 32 mgtLd759 : CMI=256 mg/L) ont été isolées
a partir d'un prélevement de pied infecté chez atiept diabétique admis a I'hdpital Jean
Minjoz de Besancon (France). A ce moment la, leepagtait sous traitement par ceftriaxone

et rifampicine pour une endocardite infectieuse @Bgoteus mirabilis.

Les analyses effectuées incluaient la détectiomgiiypique desp-lactamases a spectre
étendu (BLSE) par le test de synergie, l'isoéldotralisation, I'identification des gendsa
codant pour les BLSE (PCR et séquencage) et letyggage par I'électrophorese en champ
pulsé (PFGE).

5.2. Résultats

L’analyse par PFGE a montré que les deux soucha&gravie méme pulsotype. Le test de
synergie était positif uniqguement pour [lisolat 474 Pour [lisolat 4759,
I'isoélectrofocalisation a permis d’identifier urfelactamase avec un point isoélectrique
estimé a 8,0, ce qui évoquait updactamase de classe D. Une PCR quantitative epstem
réel apres transcription inverse (RT-gPCR) a cordiune surexpression du gekepC dans
l'isolat 4759 (81 fois plus élevée que dans l'tsé¥al7 ou dans la souche de référence PAOL).
L’identification des genebla par PCR successives s'est avérée étre positivel@outeux
isolats. Le séquencage de I'amplicon de l'isolaé3t¢odait unei-lactamase déja décrite de
type OXA-35. Par contre la souche 4747 codait usréamte de OXA-35 différente par une
substitution d’'un acide aminé unique (W-164-L), moée OXA-147.
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L’OXA-147 a une activité plus faible que les autmacillinases a spectre étendu, mais la
mutation W-164-L augmente fortement les activit§slrblytiques sur l'aztréonam et les
céphalosporines, comme la ceftazidime (CMI 128 jihis €levée chek. coli) et le céfépime

(16 fois), comparativement a OXA-35.

5.3. Conclusion

Cette étude a permis de rapporter une nouvellamaiOXA et montre la nécessité de faire
systématiquement pour toutes les souches résistant@ ceftazidime un rapprochement de
disques, car les souches positives devraient ébmsidérées comme potentiellement

épidémiques.

5.4. Texte de l'article
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Sir,

Since the early 1990s, several extended-spectrum oxacillinases
(ES-OXA) have been reported in clinical strains of Pseudomonas
geruginoso, mainly from Turkey ond France.! Most of these
enzymes, which inactivate ceftazidime and cefepime, differ
from the narrow-spectrum penicllinoses OXA-2 (e.g. OXA-15
and -32) and OXA-10 (e.g OXA-11, -13, -14, -16, -17, -15
and -28) by one or more amino acd substitutions.? With the
notable exception of OXA-18, they are not significantly antogo-
nized in their hydrolytic activities by clavulanic acid, an inhibitor
widely used in routine testing to detect extended-spectrum

B-lactomases (ESBLs). As a result, their identification in the
medical loboratory  is  often  challenging  for  clinical
microbiologists.®

In this paper, we describe the emergence in a patient under
therapy of a novel ES-OXA, named OXA-147, deriving from
OXA-35. In January 2009, two isolates of P. geruginosa (4747
and 4759} exhibiting different susceptibilities to ceftazidime
were isolated from the infected foot of o dicbetic patient
admitted to Hospital Jean Minjoz in Besangon (France). Table 1
shows that while being more resistant to ceftazidime and aztreo-
nam, isolate 4747 was maore susceptible than isolate 4759 to
ticarcillin + clavulanic add, piperacillin + tazobactamn, cefotaxime
and ceftriaxane. At the time these isolates were recovered, the
patient was under treatment with ceftrioxone plus rifampicin
for an infectious endocarditis due to Proteus mirabilis. A sub-
sequent pulsed-field gel electrophoresis experiment demon-
strated that the two strains shared an identical Dral banding
pattern and, thus, were closely related (data not shown).

A customized double-disc synergy test (DDST) revedled a
barely wisible synergy zone between discs of ceftazidime
(30 pg; Bio-Rad, Marnes-lo-Coguette, France) and clavulanic
acidfamoxicillin (10 pg/20 pg; Bio-Rad), set at an edge-to-edge
distance of 6 mm, for isolate 4747 but not for isolate 4759, Intri-
guingly, repeated isoelectrofocusing experiments using nitrocefin
as the chromogenic substrate failed to detect a p-lactamase in
crude bacterial extracts from isolate 4747, In isolate 4759, the
same method identified a secondary B-lactomase with an esti-
mated isoelectric point of 80, in addition to significant
amounts of intrinsic cephalosporinase AmpC (data not shown).
Determination of the transcript levels of ampC by guantitative
real-time PCR aofter reverse transcription (RT-gPCR) confirmed
overexpression of that gene in isolate 4759 (81-fold higher
than in isolate 4747 or in the wild-type reference strain PAC1).

Since the above results evoked the occurrence of class D
B-lactomases in isolates 4759 (elevated pl) and 4747 (low inhi-
bition by davulanic acdd), PCR experiments were undertaken
with consensus primers spedific to blaggs genes.® PCRs targeting
the blaggys 10 group turned out to be positive for isolate 4759 as
well as for isolate 4747, As most of the oxacillinase genes are
located on class 1 integrons,® we also performed PCR exper-
iments using consensus primers annealing to the 5-C5 and
3'-C5 regions of these elements.” Two amplicons of identical
length were obtained from the strains. Sequence analysis of
these DNA fragments (2162 bp) reveadled the presence of two
open reading frames (ORFs). The first one (555 bp), located
immediately downstrearmn of the class 1 integrase gene intll,
encodes  aminoglycoside  acetyltransferase  AAC(E)-Ib, an
enzyme conferring resistance to amikadn and tobrarmycin. The
second ORF (801 bp) was found in strain 4752 to code for the
already described narrow-spectrum B-lactomase OXA-35 and in
strain 4747 to code for a variont differing from OXA-35 by a
single amino acid substitution (W164L according to the class D
p-loctamases numbering system).™® As expected, the gene
coding for this new OXA derivative (named OXA-147) as well
as the blooxa3s and ooc(6’)-Ib genes were borne by typical inte-
gron cassettes (core site and inverse core site at each extremity).

The blagwa-ss and blagka147 genes were cloned on vector
pPCR Script Cam (Stratogene, Lo Jolla, CA, USA} previously
cleaved with enzyme Sl to yield recombinant plasmids
pOXA-35 and pOXA-147, respectively. Transformants  of
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Table 1. Resistance levels conferred by B-lactamases O¥A-35 and OXA-147 in P, aeruginosa and E. coli

MIC (mg/L)
B-Lactam® P.geruginosa PAD1 P oeruginosa 4759 P aeruginosa 4747 E coli XL1 (pOXA-35)  E coli XL1 (pOXA-147)  E. coli XL1
Amasicillin =1024 =1024 =1024 512 3z 8
Ticarcillin 16 =512 256 128 6 &
Ticareillin +CLA 16 =512 128 16 32 &
Fiperadillin 4 =64 3z 16 8 1
Fiperadillin+TZB - =64 3z 8 8 1
Cefalotin =1024 =1024 =1024 8 6 8
Cefoxitin =>1024 =>1024 =1024 & 32 &
Ceftazidime 2 32 256 0.25 32 0.25
Ceftazidirme +CLA 2 32 256 0.25 16 0.25
Cefotaxime 16 =256 128 0.25 1 0.06
Ceftriaxone G4 =512 256 2 & 0.06
Cefepime 2 B4 B 0.06 1 0.06
Aztreonarm 4 32 64 0.125 & 0.125
Imnipenem 2 2 1 0.25 0.5 0.25
Meropenemn 1 2 1 =0.03 0.06 =0.03

CLA, clavulanic acid; TZB, tazobactam.

“Clavulanic add at a fixed concentration of 2 malL; tazobactarn at a fixed concentration of 4 mg/L.
“AmpC activity was 81-fold higher than that of wild-type strain PAOT and 4747.

Escherichia coli XL1 Blue® cells (Stratagene) were selected on
Mueller -Hinton agar plates supplemented with chloramphenicol
(30 maiL) and ticarcllin (32 mg/L). The MICs of selected
B-lactams were determined for the two isolates of P. aeruginosa
and the recormbinant E. coli strains (Table 1). Like many of the
ES-OXA described so far, OXA-147 has a weaker activity than
parental narrow-spectrum oxacillinases on amino-, ureido- and
carboxypenidillins.” However, the W164L mutation in OXA-147
strongly enhances the hydrolytic activities on aztreonam and
cephalosporins, such as ceftazidime (MIC 128-fold higher in E.
coli} and cefepime (16-fold), compared with OXA-35.

In addition to reporting on a new OXA variant, the present
paper illustrates the difficulty in identifying ES-OXA in P. geru-
ginosa. Standard DDST lacks sensitivity in routine, because of
the low inhibitory activity of clawulanic acid on these
enzymes. The poor hydrolytic activity of some of these ESBLs
towards the chromogenic substrate nitrocefin adds further
confusion. In the present case, our attention was drawn by
the difference in ceftozidime susceptibility between isolate
4749, an AmpC-overproducing mutant likely selected by pro-
longed therapy with ceftriaxone and which produced penicilli-
nase OXA-35, and isolate 4747, which carries ESBL OXA-147.
To improve the detection of ES-OXA in P geruginosa in
routine, we recommend microbiologists to systematically
screen all the ceftazidime-resistant strains with a customized
DDST. Strains positive with this test should be considered as
potentially epidemic and sent to a reference centre far
further analysis.

Nucleotide sequence accession numbers

The GenBank accession numbers of class 1 integron gene
sequences of strains 4759 and 4747 are FJ957893 and

FI848783, respectively. The name OXA-147 has received
approval from the Jacoby nomenclature clearinghouse (http:/f
www.lahey.org/Studiess).
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6. Etude 6 — La majorité des souches multi-résistantes Pdeudomonas
aeruginosa isolées des hopitaux de I'Est de la France amraréint a quelques

clones.

6.1. Présentation de I'étude

Plusieurs méthodes de typage moléculaire ont &ésau point, afin de déterminer le lien de
parenté entre les différentes souches responsdibiéections nosocomiales et parmi celles-ci
I'électrophorése en champ pulsé (PFGE) est recorsareme la méthode la plus

discriminante. Mais en raison de la dynamique duogee chez cette espece (grande
fréequence des évenements genétiques), I'équipeuderCa proposé a des fins de macro-

épidémiologie une nouvelle technique de typage iponee par multilocus (MLST).

L'objectif de cette étude était d'évaluer la diitérgénétique, par PFGE et MLST sur un large

panel de souches multi-résistantesdeeruginosa dans I'Est de la France.

Cette étude a été menée dans les cing hoépitauxensitaires (Besancon, Dijon, Nancy,
Reims, Strasbourg) des cing régions administratileBEst de la France sur une période de
trente-deux mois (octobre 2007 a mai 2010). Leschlses bactériennes provenaient de
prélevements a visée diagnostique et/ou épidémaleg (dépistage), (mucoviscidose
exclue). Les tests de sensibilité ont été effectiads chaque laboratoire selon leurs méthodes
de routine. Tous les isolats indépendants (le pmrensolat de chaque patient) dont le
phénotype était résistant ou intermédiaire a teashtibiotiques testés, ou encore sensibles a
un seul antibiotique autre que la colistine, ot énhvoyés au CHU de Besancon (centre
investigateur du projet) pour analyses complémesgaiSur chaque souche les profils de
résistances ont été verifies et les analyses deivaifectuées : 1) détection phénotypique des
B-lactamases a spectre étendu (BLSE) par le tesyrtergie et 2) identification des géruta
codant pour les BLSE (PCR et séquencage). Le typagkculaire a combiné deux
techniques de génotypage : I'électrophorese en pghpoisé (PFGE) et le multi locus

sequence typing (MLST).

6.2. Résultats
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Au cours de la période d'étude, 187 patients difféx ont été colonisés ou infectés par une
souche multi-résistante d& aeruginosa. L’analyse PFGE a donné 51 pulsotypes (PT) : 24
PT unique (1 seul patient, 12,8% des patientsRT9micro-épidémiques (de 2 a 4 patients
pour un total de 46 patients, 24,6% des patient®)RT épidémiques (de 7 a 26 patients pour
un total de 110 patients, 58,8% des patients)ledub1 clones, 7 clones étaient présents dans
plusieurs hépitaux (5 dans 2 hépitaux, 1 dans 3 dans 4). Quatre et 26 isolats étaient
producteurs d’'une oxacillinase a spectre étendspeativement, OXA-28 et OXA-19. Un
seul isolat (PT-16) était producteur d'une PER-E typage MLST de 51 souches
représentantes des 51 PT a permis d'identifierRd@t les plus fréquentes étaient : ST235,
ST111, ST175 et ST395 correspondant respectiveanémt 8, 6 et 5 PT, et correspondant a
42, 20, 56, et 8 isolats. ST235 était présent desmicing hopitaux participants. Les quatre
isolats OXA-28 ont été retrouvés dans le méme hbeitregroupés dans le méme PT (PT12),
qui était de ST235 de méme que l'isolat PER-1. Emm les 26 isolats OXA-19 ont été
réunis dans le méme PT (PT18) avec la méme ST T34

6.3. Conclusion

Nos résultats montrent que la majorité des isatattti-résistants appartiennent a quelques
clones épidémiques présents dans plusieurs régipasplus, plus de 60% des souches
présentaient une ST a distribution international@gmment ST111, ST175 et ST235). La
multirésistance, indépendamment du mécanisme, aggerhent supportée par des clones
épidémiques au sein de quelques groupes phylogéeétia répartition géographique large.
Nous avons montré que ces clones épidémiques peaesenir MDR aprés mutations
chromosomiques sans transfert d’ADN étranger. HEreplléchange de données standardisées
entre les laboratoires et la création de basesodeéds internationales de référence pour les
différents micro-organismes devrait étre encourafjé,de permettre un contréle efficace de
I'évolution des populations microbiennes. Nos téssilindiquent que la transmission croisée
joue un réle majeur dans la propagation des soultzR-PA a I'hopital et suggere que la
priorité doit étre donnée a l'amélioration des pduwres d'’hygiéne standard. L'utilisation

rationnelle des antibiotiques est également esskmti

6.4. Texte de l'article
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa is the third most important nosocomial pathogen French
hospitals, responsible for 10 % of hospital-acquirdections (1). Additionally, the growing
threat of antimicrobial resistance fh aeruginosa is driven by its extraordinary capacity for
developing resistance to almost any antibiotic bleion of mutations in chromosomal
genes in conjunction with spread of horizontallyquced resistance (2, 3). Multi-drug
resistance ifP. aeruginosa makes treatment of infections both difficult anghensive and can
increase morbidity and mortality (4).

There appears to be a consensus thatPth@eruginosa population structure is nonclonal
epidemic, that clinical isolates are indistinguisleafrom environmental isolates, and that
there are no specific clones with a specific halotadisease (5). However, some important
controversial issues remain. First, since the 19&@veral studies have reported the
emergence, spread and persistence of multidrugtaesiclones in hospitals evidencing a lack
of genetic diversity (5). Second, cystic fibrosi3F) clones have been reported worldwide,
suggestive of an emergence of specific clones dprgavithin the CF population (5, 6).

The objective of this study was to assess the gemitersity, using pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) and multilocus sequencengy@ILST) of a large panel of multi-
drug resistantP. aeruginosa (MDR-PA) from patients hospitalized in differentelach

hospitals.

Material and methods

Setting

The five university hospitals (Besancon, Dijon, BgnReims, and Strasbourg) of five
administrative regions in eastern France took ipattiis surveyover a 32-month period (from
October 2007 to May 2010)These regions account for 8.5 millions of inhakgan

corresponding to 14% of the French population.

Bacterial strains

All P. aeruginosa clinical and screening (if performed) isolates, eptcCF isolates, were

collected and tested for antimicrobial resistance.
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The susceptibility to ticarcillin, tazobactam/pigeitlin, ceftazidime, cefepim, aztreonam,
meropenem, imipenem, tobramycin, amikacin, gentanand ciprofloxacin was assessed in
each laboratory according to their routine testimeghods.

All non-duplicate isolates (the first isolate ofchapatient) showing a multi-drug resistant
pattern {.e. susceptible te< 1 tested antibiotic, according to 2007 CA-SFM kpeants (ref
7)) were send to the central laboratory, wheredvadtidentification and resistance profile
were confirmed. The susceptibility to antibioticesvdetermined by the Kirby-Bauer disk
method on Mueller-Hinton agar (Bio-Rad, Ivry suiirge France), as recommended by the
Antibiogram Committee of the French Society for Migiology (7). A Sirscan automated
image analyzer (I12A, Perols, France) was used doigely measure inhibition diameters and

to compile resistance data (8).

Genotyping

PFGE. The macrorestriction (usin®ral) profile of total DNA from each isolate was
determined by PFGE(CHEF DRIII, Bio-Rad), accordioga method previously developed in
our laboratory (9). We used the GelCompar softwAmplied Maths, Kortrijk, Belgium) to
establish a DNA similarity matrix. A dendrogram wamstructed using the unweighted-pair-
group method of the arithmetic average clusterirghod with the Dice coefficient. We
ensured that the gels were comparable by incluBiaghyl ococcus aureus NCTC 8325 as a

reference. PFGE results were interpreted accotdinmgernational recommendations (10).

MLST. MLST was performed according to the protocol hyr@net al. (11), modified by
van Mansfeldet al. (6). Nucleotide sequences were determined fornateragments of the
acsA, arok, guaA, mutL, nuoD, ppsA andtrpE genes on both strands and compared to the
P. aeruginosa MLST website (http://pubmist.org/paeruginosa/) fassignment of allelic
numbers and sequence type (ST). The mega algofiim//www.megasoftware.net) was
used to study the genetic diversity of the difféqgmpulations oP. aeruginosa strains.

Determination of enzymatic resistance mechanisms to S-lactams.
A PCR-based approach has been used in all thatesoto identify the genes encodifg
lactamases with an extended spectrum (Extendedrapef-lactamases, ESBLS; extended-

spectrum oxacillinases, ES-OXAs; metglidactamases, MBLS).
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Whole-cell DNA suitable for PCR experiments wasrastied and purified with the QiIAmp
DNA mini kit (Qiagen, Courtabceuf, France). Spectdramers were used to PCR amplify the
B-lactamase-encoding genekasyy, blaper blaves, blages blagg, blaywp, blayiv, blagw,
blaspm, blaoxa-i group, Blaoxa-i group, Blaoxa-ii group, Dlaoxa-s andblaoxa-1s from the DNA (13).
Positive PCR controls with appropriate strains weystematically run in parallel. Purified
amplicons were sequenced on both strands usindytxerminator chemistry on an Applied
Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosysefoster City, USA). The nucleotide
sequences were compared and aligned with refereegeences using NCBI BLAST

program.

Results

During the study period, 187 non-duplicate patiemtse colonized or infected with a MDR-
PA isolate (82 at Besancon, 56 at Nancy, 26 atsBtwarg, 17 at Dijon and 6 at Reims).
Ninety-one (48.7%) of these patients were hospgdliin ICUs, whereas the others were
distributed in medical units (n=44, 23.5%), surgigaits (n=32, 17.1%), hematology units
(n=16, 8.6%) and chronic or long-term care units2(y 10.7%). Among the 187 non-
duplicate MDR-PA isolates, 135 were non susceptiblall the tested antibiotics. Fifty-two
remained susceptible to one anti-pseudomonal afjebtamycin, n=11; amikacin, n=6;
gentamicin, n=13; aztreonam, n=5; imipenem, n=2yomenem, n=4; piperacillin, n=5;

ceftazidime, n=2 and ciprofloxacin n=4).

The 187 non-duplicate isolates yielded 51 uniqu&Pmatterns (designated pattern type,
PT1 to PT51) (Figure 1) : 24 unique PTs, 14 PTduding isolates from 2 patients, 2 PTs
including isolates from 3 patients, 3 PTs includisglates from 4 patients, 2 PTs including
isolates from 7 patients, 1 PT (PT24) includinglases from 9 patients, 1 PT (PT45)
including isolates from 13 patients, 1 PT (PT1%)luding isolates from 16 patients, 1 PT
(PT44) including isolates from 17 patients, 1 PT4®) including isolates from 22 patients
and 1 PT (PT18) including isolates from 26 patieMsst of the PTs were recovered from a
single hospital (44/51), whereas 5 were recoverdd/o hospitals, 1 in 3 and 1 in 4 (Table 1).
Considering that PFGE typing is more discriminattrgn MLST, we assumed that all the

isolates with given PT shared the same ST.
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Consequently, MLST was performed on 1 randomlyctetkisolate of each PT. The 51 PTs
clustered into 24 STs (Table 1). Of these, 2 STsewwt previously submitted to the
P. aeruginosa MLST database (ST1004 and ST1005). ST235, STII17%and ST395 were

the most frequent, being detected in 11, 8, 6 aRd & respectively and by deduction in 42,
20, 56, and 8 isolates. ST348 was found in 2 PTstla@ remaining 20 STs were found only
once (Table 1). ST235 was present in the five gpgting hospitals whereas ST111 and

ST175 were recovered in four hospitals.

Finally, the 24 STs could be clustered by analysib the eBURST program into 23 different
clonal complexes (CCs; ST308 and ST1004 belonginG®@308). One isolate from PT16-
ST235 produced PER-1. Four and 26 isolates prodasedacquired ES-OXA, OXA-28 and
OXA-19, respectively. The remaining 156 isolatesemeonsidered as AmpC overproducers.
The four OXA-28-positive isolates were recoveredha same hospital and clustered in the
same PT (PT12, ST235) which was shared by 42 elaimilarly, the 26 OXA-19-
producing isolates were gathered in the same PI§PIT348), shared by 27 isolates.

Discussion

Several molecular typing schemes have been proplosdel aeruginosa to determine the
relatedness of nosocomial pathogens. PFGE, whiokcgnized as the most discriminatory
method for molecular typing and has been a clifyoadluable tool for evaluating short time
epidemiologicalP. aeruginosa infections (14). Due to the dynamic genomdoéeruginosa,
there has been a debate regarding the usefulneBE®E for evaluating long-term global
epidemiology of these bacteria. The observed ektergenomic and phenotypic diversity
betweenP. aeruginosa strains may originate from the frequent recomliamaaind transfer of
mobile genetic elements in this species. Consetyjetitere is a need for other less
ambiguous methods, such as MLST, that is more apjpte to explore long-term
evolutionary relationships irP. aeruginosa populations (11) Besides, MLST is now
documented as the current standard for investigatie population structure of bacterial
species (15).

The present study was aimed at determining whegaaticular epidemic clones were
associated with multi-drug resistance among hdsPpitaeruginosa isolates. We used a two-
step typing scheme, PFGE typing on all isolatesMh8T on 1 randomly selected isolate of

each pulsotype.
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In contrast with other recent studies focusing igast particular resistance mechanisms. (
ESBLs or MBLs)(16-21), we attempted to determine ¢fenetic diversity of all MDR-PA
isolatesrecovered during a long period (32 months) on gelgropulation (all the university
hospitals of the Northeast part of France).

Our results show that the majority of multidrugiséant isolates belong to a few clonal types:
ST235, ST111 and ST175. ST235 was the founder SThefclonal complex CC235
(previously described as CC11/BG11). CC235 is maeonally distributed and has already
been attributed to various ESBL- (such as PER-1SGEBEL-1) as well as MBL- (such as
VIM-1, VIM-4, IMP-1) producing clones responsiblerfoutbreaks throughout Europe, Asia
and South-America (16, 18-23) (Figure 2).

Interestingly, of the 42 ST235 isolates of our egrione produced the ESBL PER-1, four
produced the ES-OXA OXA-28 and none produced MBM)(ZThe CC235 has been
disseminating worldwide over a long period of tinaequiring various resistance genes in
particular locales.ST111 has been also, to a lessent, reported as an MBL-producing
epidemic lineage (25), as well as ST175 (26) (Feg@). The ST348-epidemic clone
producing the ES-OXA OXA-19 reported here, has alsen described elsewhere (27).

It is noteworthy that all these international cler(&T235, ST111, ST175) as well as ST227
(the colistin-only-susceptible Brazilian clone (R8yathering most of the MDR-PA strains,
were not recovered in large GF aeruginosa strains collections (6, 29). Well-characterized
CF epidemic strainsef(g. Liverpool-ST146 or Dutch-ST406) are also absewmfrthe
collections of non-CF MDR. aeruginosa (6, 29).

As genetic capitalism predicts (30), the most ss&ite clones are also more likely to acquire
MDR determinants. Subsequently, they are selecterk reasily under antibiotic pressure,
allowing their spread in hospitals. Indeed, thisdgt and recent reports demonstrates the
presence of widespread MDR-PA clones in hospifBilese clones are responsible for an
important proportion (more than 50% in our survefyinultidrug-resistance within the specie.
Taking resistance tB-lactams as an example, these MDR clones were tesfigaeported to
carry extended-spectrufizlactamase-encoding genes located in diverse hugky acquired

elements (integrons, transposons and plasmids2@1@2, 25, 26).
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The present study is the first, to our knowledggdencing that these successful MDR clones
can became resistant f3lactams after chromosomal mutations and does roessarily
require the transfer of foreign DNA. Some limitaisoof our study should be addressed. First,
the MDR isolates were not equally distributed itite five participating centers, this is due to
local differences in resistance level, as prevpusbserved in French hospitals (13).
Secondly, we did not type wild-type or non MDR-Psblates to determine the distribution of
the epidemic clones within these populations. Havewa nationwide study in the Czech
republic demonstrates a non-random distributiomefomic types between susceptible and
MDR isolates ofP. aeruginosa, with the most of the latter associated with thobenal
lineages (ST235, ST175 and ST132) (31).

In conclusion and despite its limitations, our sta@monstrates a non-random distribution of
genomic types among MDR-PA isolates. These findargsin accordance with all published
study on this topic, they should be considered wdhtion as MLST database may be not
representative of the wholB. aeruginosa population. Moreover, we showed that these
epidemic clones can step up to MDR after chromo$omugations without transfer of foreign
DNA, although previous study reported their asdamia with ESBLsS, or MBLs.
Understanding a species population structure amtlgonary paths is necessary to decide
control strategies. Given the possible life-threatg consequences Bf aeruginosa infection
and the continued emergence of MDR strains whichp®a effective antimicrobial therapy, it
is clear that strategies to reduce the likelihobdrtimicrobial resistance become a key issue.
Our results indicate that cross-transmission p&agsajor role in the hospital spread of MDR-
PA and suggests that priority have to be given tprovement of standard hygiene
procedures. Wise use of antibiotics is also essenti
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Figure 1: Pulsed-field electrophoresis banding patterns &ftal digestion of non-duplicate
P. aeruginosa isolates.
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Figure 2: Distribution of epidemic lineage Bfaeruginosa in Eastern France (A, this study),
Europe (B) and worldwide (C). For map B and C,ffHactamase content was
specified into the brackets if available.
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7. Etude 7— Modélisation multiniveau de la prévalence degepts infectés par

Pseudomonas aeruginosa dans les établissements de santé de I'Est datec&r

7.1. Présentation de I'étude

La question de la contribution respective des smurendogenes et exogenes dans
I'acquisition dePseudomonas aeruginosa par les patients reste contreversée. Dans ceitle ét
nous rapportons une approche méthodologique olggpwur répondre a cette question.

Le but de cette étude était de déterminer la pestfdcteurs individuels et celle des facteurs

collectifs associés aux infection$?aaeruginosa (cas) dans les établissements de santé&(ES

300 lits) de I'inter-région Est, infections idemdés a travers 'enquéte nationale de prévalence

des infections nosocomiales 2006.

Une analyse statistique a été réalisée utilisard omdéles de régression logistique

multivariée multiniveau avec pour variable répoteeprésence ou non d'une IAS &.

aeruginosa chez les patients hospitalisés. Ces modeles peierdtia prise en compte de la
structure hiérarchique des données et I'investigasimultanée des facteurs associés a deux
niveaux :

- niveau 1 (individuel/patient : I'age, le sexe, tme de McCabe, le statut immunitaire, le
type de service d’hospitalisation et les antécéddimitervention chirurgicale récente) ;

- et niveau 2 (collectif/établissement de santé&édpon, le type d’ES, le nombre de lits, les
proportions de patients exposés a un dispositdsifi\jsonde urinaire, cathéter vasculaire
ou intubation/trachéotomie] ou sous traitementhaotique).

Initialement, toutes les variables ont été testdegnalyse univariée puis un modele final a été

construit par introduction des variables assoc&&x unp<0,20 selon une procédure pas a

pas ascendante. La modélisation multiniveau a éafisée par la construction de cing

modéles consécultifs.

7.2. Résultats
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Au total, 25533 patients issus de 51 ES (médiar®7& patients ; extrémes = 224-1964
patients) ont été inclus dans I'étude. La prévalegiobale des cas était de 0,37% (médiane
des ES = 0,25% ; extrémes = 0-1,65%) corresporal@dt cas pour 98 infections (dont 32%
respiratoires, 32% urinaires et 15% peau/tissussmd@8% des souches & aeruginosa
étaient résistantes a la ceftazidime).

La modélisation multiniveau révélait que moins dé%1 de la variabilité totale de la
prévalence (VPC) était expliquée par des differerer@re les ES. Apres ajustement sur les
variables de niveau patient qui expliquaient 52%adeariance de niveau ES celle-ci devenait
non significativement différente de zéro. Autremdlit, il n'y avait plus de différence
significative entre les établisements de soins emui concerne la variable réponse. En
definitif, les parameétres associés significativetmeinpositivement a la prévalence de cas
étaient : un score de McCabel, une hospitalisation en réanimation, une inteive
chirurgicale récente, le sexe masculin et au niveallectif : une prévalence élevée
d’exposition a au moins un dispositif invasif ouxaantibiotiques anti-pyocyaniques,

notamment les aminoglycosides.

7.3. Conclusion

Ainsi dans cette étude, I'effet de composition &cééristiques des patients), beaucoup plus
que l'effet contextuel (caractéristiques écologgjuexplique la variabilité de la prévalence

des patients infectés paraeruginosa dans les ES de de l'inter-région Est.

7.4. Texte de l'article
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SUMMARY

Pseudomonas aeruginosa 1s one of the leading nosocomal pathogens. The question of the

respective contribution of endogenous and exogenous sources remains controversial. In this
study, we shed new light on this issue by means of a multilevel logistic regression analysis which
allowed a simultaneous investigation of factors assocated with prevalence of patients infected
with P. aeruginosa at two levels: patient and healthcare facihty (HCF) in the eastern regons of
France. A total of 25533 in-patients from 51 HCFs were included in the analysis. The overall
prevalence was 0-37 % (range 0-1-65%). Multilevel modelling estimated that <14% of total
vanability of the outcome vanable was explained by differences between HCFs and that after
adjusting for patient-level variables, which explained 32% of HCF-level vanance, the latter
became non-significantly different from zero. A compositional effect (patient factors), rather than
a contextual effect (ecologcal factors), explains heterogeneity of the prevalence of patients infected

with P. aeruginosa in the eastern HCFs of France.

Key words: Antibiotic resistance. epidemiology, hospital-acquired (nosocomial) mfections,

maodelling, Pseudomonas.

INTRODUCTION

Pseudomonas aeruginosa is one of the leading patho-
gens responsible for healthcare-associated infections
in hospitals worldwide [1]. In France, it was ranked
third of nosocomial pathogens according to the 2006
national nosocomial infections (NIs) prevalence sur-
vey [2]. 1ts intrinsic resistance to various antimicrobial
agents [3] as well as 1ts ability to acquire additional

* Author for correspondence: Dr H. Ghbaguidi- Haore, Service
d'Hyeiéne Hospitaliére et d'Epidémiologie Moléculaire, CHU Jean
Minjoz, 3 boulevard Fleming, 25030 Besangon, France.

{Email : z2gha guidi haoreii'chu-besancon £r)

resistance mechanisms [4], make treatment ol infec-
tiens caused by this microorganism difficult [3].
P. aeruginosa 15 known to be a ubigutous environ-
mental opportunistic pathogen with on the one hand,
an intermitient presence in normal human intestinal
flora and on the other, causing intestinal colonization
in up to 10% of hospitalized patients [6. 7]. Several
studies, mainly in intensive care units (ICUs) have
attempted to evaluate the respective contribution of
endogenous versus exogenous sources of P. aeruginosa
colonization or infecuon. This 1ssue remains contro-
versial. Indeed, some studies have argued for a major
role (=80 %) of endogenous flora of patients [8-10].
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Conversely, other authors have shown that exogenous
sources (other patients and the inanimate environment
such as taps and sinks) via cross-transmission playved
a substantial role (up to 50%) in the acquisition of
P. geruginosa[11-14]. Inthe present study, weshed new
light on this issue by means of a multilevel statistical
approach. The amm of this work was to determine n-
dividual {patient}- and group (hospital)-level factors
associated with prevalence ol hospitalized patients
infected with P. aeruginosa.

MATERIAL AND METHODS
Setting, period of study and data source

the 2006 national NIs point-
prevalence survey for the eastern regions of France.
These five regions (Alsace, Bourgogne, Champagne-
Ardenne, Franche-Comtée, Lorraine) account lor 85
million inhabitants corresponding to 4% of the
French population. This pomt-prevalence survey was
performed in 2006, on a single day in June by trained
investigators. Data were collected regarding hospital-
ized patients and healthcare faalities (HCFs) by
means of standardized questionnaires. The resulting
database, for the eastern regions of France included
52720 in-patients and 343 HCFs (representing 83 %
of hospitals eligble for this survey). Our study was
limited to HCFs of at least 300 beds.

Data were [rom

Outcome variable

The outcome variable was binary and indicated
whether a given hospitalized patient had, on the day
of the survey. a P. aeruginasa N1 acquired during his
hospitalization [= 48 h after admission, imported Nls
iLe. acquired in another hospital) were excluded].
Definitions of NIs were adapted from those of CDC
[15], and McGeer er al. [16] for patients from long-
term care facilities. Asymptomatic bacteriurias were
excluded. Regarding antibiotic resistance, only data
regarding ceftazidime resistance were collected (re-
sistant or not).

Data structure

Individual-level variables: patient characteristics

At the patient level (the lowest level of data), the
following characteristics were considered: age (con-
verted in binary data; <65 vears or = 65 years), sex
(male/female). immunocompronused status (patient
with a malignant haemopathy/metastatic cancer, or

having received immunosuppressive treatment, radio-
therapy, or infected with human mmunodeficiency
virus with a CD4 count of <300 cells/l; ves/no),
McCabe score (0, non-fatal disease; 1, ultimately fatal
disease; 2, rapidly fatal disease) [17], surgery during
the previous month {ves/no), and type of hospitaliz-
ation ward (medical, surgical. 1CU. other).

Graup-level variables : HCFlhaspital charvacteristics

Regarding the HCF level, this study included the
following wvariables: region (Alsace, Bourgogme,
Champagne-Ardenne, Franche-Comté, Lorraine),
type (university, general. psvchiatnc, other), status
(public/private) and number of beds (<900 or =900
beds); this threshold was retamed because 1t made a
better fit of the data possible. Moreover, individual
factors relating to an exposure, on the day ol survey,
to invasive devices [intravascular device, tracheal
catheter and urinary catheter (within the 7 previous
days)] and to antibiotic treatments were aggregated at
the HCF level. In fact, we considered that the measure
of exposure was biased at patient level lor these ex-
trinsic factors. Indeed, data about these tyvpe of ex-
posures were collected only for the day of the survey
(except for the urinary catheter) and nothing was re-
corded regarding chronology of exposure m relation
to infection. Thus, exposures to invasive devices were
taken mnto account as propoertiens (%) of patients
exposed to al least one invasive device, intravascular
device, tracheal catheter and urinary catheter. Simi-
larly. exposures to antibiotic agenis were taken mto
account as proportions of patients exposed to anti-
biotic treatments, antipseudomonal antibiotics,
non-aniipseudomonal antibiotics, penicillins. cepha-
losporins, aminoglyvcosides, quinolones, macrolides
and other classes of antibiotics. In addition, HCFs
were divided into two categories using the median as
cutpointforeach ofthe proportions mentioned above.
In this study. antipseudomonal antibiotics comespond
to the following drugs: ticarcillin+ clavulanic acid,
piperacillin + tazobactam. some third-generation ce-
phalosporins (celtazidime, cefsulodine), all the fourth-
generation cephalospornins (e.g. celepime, celpirome),
azireonam, carbapenems (imipenem, meropenem),
aminoglycosides, ciprofloxacin and colistin.

Statistical analysis

To take into account the hierarchical structure of data,
patients hospitalized in HCFs. and the possibility of
intra-HCF correlation regarding the probability of
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being infected with P. aeruginosa, we used a two-level
hierarchical logistic regression analysis. Initially,
each independent variable was tested In a univariate
analysis using Stata software, version 10 (Stata Corp.,
USA), and subsequently a final model was built by
mtroducing variables with P <0-20 m the umivanate
analysis. The model building used a forward stepwise
selection process. Five consecutive multilevel models
were fitted to the data. Model 1 (unconditional, base-
line), which included omly the constant (ie. no ex-
planatory varnables) was assessed 1 order to
determine theinitial distribution of the vanance of the
dependent variable between the two levels: the vari-
ance partition coefficient (VPC) was calculated using
the Snijders & Bosker approximation [18, 19]:

VPC =0y / (o2, +72/3),

where o2, 15 the variance of the HCF-level random
imntercept and w=3-14159. VPC 1s the proportion of
total variance of the outcome that 1s explained at the
HCF level. Furthermore, ¢, (HCF-level variance)
represents the heterogeneity between HCFs in terms
of the outcome. This heterogeneity can be explained
by compositional effects (patient factors) and contex-
tual effects (HCF factors). In model 2 {(individual
model), we entered patient-level varables and as-
sessed whether any of the coeflicients of any of the
explanatory variables had a significant variance com-
ponent between HCFs (heterogeneity of the effect
across HCFs). In models 3a, 3b and 4 (final models)
HCF-level varniables were added. These final models
differed in the way in which variables relating to
invasive devices and antibiotic treatments were
mcluded: model 3a (1.e. =1 invasive device and
=1 antibiotic treatment), model 3b (=1 nvasive
device, =1 antipseudomonal antibiotic, =1 non-
antipseudomonal antibiotic) and model 4 {each tvpe
of mvasive devices and each class of antibiotics).
Finally, we tested cross-level interactions {between
patient- and HCF-level vanables). The percentage
of proportional change in vanance (PCV) was calcu-
lated:

oty(model 2) — o2 (model 1)

100.
agaplmodel 1) "

PCV represented the percentage of HCF-level vari-
ance (heterogeneity of HCF's) that was explained by
vanables retained in model 2 (i.e. patient-level vari-
ables). Significance of parameters was assessed with
the Wald test. Modelling was performed using MLwilN

Multilevel modelling of P. acruginosa 3

software, version 2.02 [20]. A P value <0-05 was con-
sidered as significant.

RESULTS
Overall prevalence

From the database source, 51 HCFs (=300 beds)
were included in the study corresponding to 26249
in-patients. Because of missing values, only 25533 in-
patients (97-3%) were retamned for analysis with a
median number of 376 (range 224-1964) patients per
HCF. The overall prevalence of patients infected with
P. aeruginosa was 0-37% (95% confidence interval
0-30-0-45) with a median prevalence of 0-25% (range
0-1-65) in HCFs. Prevalence was mil in 35% of HCFs.
Overall, 94 patients were infected during their hospi-
talization for a total of 98 infections {28 % of 1solates
were celtazidime-resistant). Main sites of mmfection
were respiratory tract (32%), urinary tract (32 %) and
skin/soft tssue (15%).

Univariate analyses, patients and HCF characteristies

In Table 1, we report charactenistics of patients
depending on whether they were infected or not with
P. aeruginosa. Regarding HCFs, these were mainly
general hospitals, which admitted almost half of pa-
tients, with public status and =900 beds (Table 2).
Other HCF characteristics including patients’ data
aggregated n relation to mvasive devices and anti-
biotic treatments are shown in Table 2. Univariate
analyses revealed on the one hand, that patient’s age,
region where the HCF was located, as well as its
status, and high proportion {(Zmedian) of patients
exposed to quinolones were not significantly associ-
ated with prevalence of cases. On the other hand,
imfected patients were sigmficantly {Table 3) more
often male with an immunocompromised status, a
McCabe score =1, a previous surgery, hospitalized in
an ICU i a university hospital of at least 900 beds
with a high proportion of patients exposed to invasive
devices (intravascular dewvice, tracheal catheter, un-
nary catheter) and antibiotic agents (all classes except
quinolones).

Multilevel modelling

Results of multilevel modeling are presented
Table 4. First, model 1 (no explanatory vanables, 1.e.
with only random intercept) revealed a sigmficant
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Table 1. Characteristics® of patients with and without
Pseudomonas aeruginosa ( Pa) infection

No. (%) of patents

With Pa Without Pa
infection infection
Characteristic (n="5) (n=25439)
Age =65 years 56(596)  13806(54-3)
Mean [standard deviation] 66-2 [18-9) 61-6 [24-9)
Median [interquartile range] 738 [54-80] 68 [45-82]
Male sex S0 (62-8)  11335(45-3)
Immunccompromised status L8 (19-2) 2587 (10:2)
MceCabe score
(1 {non-fatal disease) 25(26-0) 17179 (67-5)
1 (ultimately fatal disease) J0(319) 6037 (23-7)
2 (rapidly fatal discase) 30 (41-5) 2223(8-8)
Previous surgery (within 35(372) 4499 (17-7)
1 month)
Type of hospitahization ward
Medical 34 (362) 8723 (34-3)
Surgical 17 (181} S352(218)
Intensive care unit 23 (244 S64(2-2
Othert 20(21-3) 10600 {41-7)
* P=005 for all patient characierstcs excepl age.

1 Other: rehabibitation, long term-care and psychiatry.

heterogeneity of HCFs in term of prevalence ol cases
(7hg, HCF-level variance was significantly different
from zero). VPC was equal to 14% and represented
the imitial share of total vanance (heterogeneity) of
outcome vanable attributable 1o HCF level. Second,
after adjusting for patent-level vanables (model 2,
mdividual model), HCF-level
and became non-significantly different from zero, i.e.
there was no more significant heterogeneity between
HCFs. PCY was equal to 52 % [(0-533-0-258) = 100/
0-533]. In other terms, patient-level variables retained
in model 2 explained 52% of HCF-level vanance.

variance decreased

Moreover, VPC was equal to 73 % mn the adjusted
maodel for patient-level wvariables. No  significant
random effect was detected regarding patient-level
variables, 1.e. effects (coeflicients) of these variables
did not significantly vary across HCFs. Third, the
three final models showed that on the one hand the
following patient-level vanables were independently
and positively associated with prevalence of cases:
male sex (P =<0-035), McCabe score =1 (P=0-001). a
previous surgery (P=<0-01) and a hospitalization in
ICU (P =0-001). On the other hand, HCFs with a
high proportion of patients exposed to invasive
devices (model 3a, P<0035), antipseudomonal

antibiotics (model 3b, P<0:01) and aminoglycosides
(model 4, P<0-01) were positively associated with
outcome variable. Finally, the model-building process
led to random-intercept and fixed-coefficient models
(final models). No significant cross-level interaction
was identified.

DISCUSSION

In this study, we tried by means of a complex stat-
istical approach to shed new light on the respective
contribution of patient- and ecological-level factors
associated with P. aeruginosa imlections. Thus, we used
multilevel modelling in order to quantify higher-level
vanations {at HCF level), some of which could be
explamned by the heterogeneity of the effect of patient-
level factors (across HCFs) and HCF-level lactors.
This statistical approach makes possible a simul-
taneous and appropriate analysis of patient- and HCF-
level charactenstics [21]. Indeed, the implementation
of multilevel logistic regression models has the fol-
lowing advantages: the correction of underestimation
ol standard errors (due to clustered data), the exam-
ination of cross-level interactions, the estimation of the
vanability of coefficients at the HCF level, the determu-
nation of distribution of total variance of outcome
varable between patient and HCF levels, and the
analysis of contextual effects after adjusting For indi-
vidual vanables. The unconditional model (medel 1)
showed that 14% (VPC) of vanability of the outcome
vanable was explained by differences between HCFs.
After adjusting for patient-level variables (model 2),
VPC was equal to 7-3% and residual wvariance
(HCF-level vanance) decreased and became non-
significantly different from zero. This is an indication
of a substantial compositional effect explaming the
heterogeneity of the prevalence of cases in the HCFs
in eastern of France. Moreover, at the patient level,
factors significantly assocated with prevalence of
cases were consistent with those reported in previous
studies [1, 22]. Furthermore, in the full model 3a, the
proportion of patients exposed Lo ‘mvasive devices’
was positively associated with the outcome vanable
after adjusting for patient factors (control for eco-
logical bias). This can be mterpreted as a sigmficant
association between the level of invasive procedures
of the hospital and prevalence of cases. Similarly,
proportions of patients exposed Lo " antipseudomonal
antibiotics (model 3b} especially ‘aminoglyeosides’
(model 4) were positively assocated with outcome
vanable, These findings can be explained by the fact

- 126 -



Multilevel modelling of P. aeruginosa 5

Table 2. Characteristics af healtheare facilities (HCFsz 300 heds): HCF-level factors

MNo. of hospitals (%)

Mo of patients (%)

Charactenstic (n=31) (n=255313)
Region
Alsace 10 (19-6) 6303 (24-7)
Bourgogne 12 (23-5) 4687 (18-3)
Champagne-Ardenne 80157 4306 (16-9)
Franche-Comié 8 15-7) 4075 (16-0)
Lorraine 13 (25°5) 6162 (24-1)
Type of hospital
University Ti13-7) Ta6S (30-0)
General 20 (56-9) 12280 (48-1)
Psychiatrie 10 (19-6) 3941 (15-4)
Other 509-8) 1647 (6-5)
Status
Public 45 (88-2) 23281 (91-2)
Private 6(11-8) 2252 (8-8)
No. of beds
=900 beds 43 (84-3) 16575 (64-9)
=900 beds 5 (15:7) BO58 (35-1)
Proporton® (%) of patients exposed to Minimum Median (IQR) Maximum
Invasive devices ] 30-0(19-2-39-2) A0
# Intravascular device 0 24-6(16-7-33-4) 4349
o Tracheal catheter 0 1-2(1-2-5) 54
e Urinary catheter 0 10-2(3-5-12-8) 18-5
Antibiotic treatments -6 17-0011-1-21-5) 3441
o Antipseudomonal antibiotics 1] 2-7(0-74-5) 8-3
& Non-antipseudomonal antibiotics 0-b 15-3 (10-7-19-5) 32-3
o Penwilling -2 T9(4-9-10-2) 172
# Cephalosporins 0 3 1(16-510 12
® Aminoglycosides 0 09 (0=1-T) 35
e Quinolones 0 S-0(2-9-6-4) 10-8
& Macroldes 0 1-2(0-6—1-8) 37
& Others 0 27(1-54-4) 14-2

QR [nterquartile range.

* Proportion (%) of patients exposed on the day of the survey o at least one invasive device [intravascular device, tracheal
catheter or urinary catheter (within 7 previous days)], at least one antibiotic treatment.

that HCFs with higher prevalence of P. aeruginosa
more often use antipseudomonal antibiotics. Another
possible interpretation, which seems predominant,
is that these HCFs are probably those with higher
prevalence of muludrug-resistant strains. This hy-
pothesis 15 sustained first by the significant and posi-
tive association (P =0-021} between a high prevalence
of patients infected with ceftazmdime-resistant P. aer-
tginosa and a high proportion of patients exposed
to ceftazidime m HCFs. Second, when we mcluded
a binary variable at the HCF level “high vs. low
prevalence of patients mfected with P. geruginosa’ n
final models (not shown), a high proportions of
patients exposed to antipseudomonal antibiotics,

ammoglycosides and invasive devices remained sig-
nificantly and positively associated with outcome.
These varables regarding antibiotic exposures can be
considered as estimations of antibiotic selective
pressure which provides P. aeruginosa with a selective
srowth advantage. Several individual-level studies
demonstrated a significant and positive association
between exposure to some antipseudomonal agents
especially aminoglveosides and acquisition of P. qer-
uginosa [9, 23-25]. In our study, this association in-
volving ageresated data at the HCF level could
simply be the reflection of the assocation identified at
the patient level. The present study has several limi-
tations. First, data are from a cross-sectional study
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Table 3. Univariate analyses of patient- and healtheare facility (HCF)-level

factors assoctated with Pseudomonas aeruginosa fnfection

Characteristic

Patient level
Apg =65 vears
Male sex
Immunocompromised status
MecCabe score
0 (non-fatal disease)
1 (ultimately fatal disease)
2 (rapidly fatal discase)
Previous surgery (within 1 month)
Hospitalzation m 1CU
HCF level
Region
Alsace
Bourgogne
Champagne- Ardenne
Franche-Comté
Lorraine
Type of hospital
University
General
Psychiatric
Other
Status
Public
Private
No. of beds
< 9N} beds
2= 900 beds

Proportion (%) of patienis exposed to*
Invasive devices
# Intravascular device
» Tracheal catheter
® Urinary catheter
Antibiotic treatments
® Antpseudomonal antbiotics
Norn-antipseudomonal antibiotics
Penucillins
Cephalosporins
Ammoglycosides
Quinolones
Macrolides
Others

OR (95% CI) P
1-23 (0-71-2-11) 0-368
2:02(1-290-3-1%5) 0-0H2
1-85 (1-09-3-27) 10124

Reference —
334 (1-90-5-88) < (=l

11-79 (6-89-20-17) < (-{HH
2-47 (1-57-3-87) < (I-(H1

12:76 (7-65-2128) < (-1

Reference -
1-56 (0-55—4-45) 0-402
202 (0-68-5-97) 0-205
1-94 ((1-66—5-70) 0-225
1-01 (0-35-2-96) 1-0

Reference —
0-70 (0-38-1-30) 0-258
014 (0-0d—10- 54 LIRS
0-11 (0-01-0-98) 0-0148

Reference —
024 (0-05-1-29) 0-0196

Reference -
2-07 (1-03-4-13) -0l
3-89 (1-92-7-80) < (=]
3-10(1-59-603) < (UM
3-66 (1-80-7-46) < (I-{HH
2-52{1-30—4-89) [RITL
315(1-58-627) LR
4:16(2-10-8-22) < (MM
315(1-539—6-22) (IR
2-66 (1-41-5-04) =13
3000 ( 1-56-5-T79) LR
4-57 (2-34-8-97) = {00
1-45 ((-74-2-85) 0-278
2-60 (1-H)1—5-18) LIEIE)
242 (1-24—4-72) O-010

OR, odds ratio; Cl, confidence imterval: ICU, ntensive care unit.

Bold values are significant.

* Odds ratios are reported lor proportions higher than median.

(point prevalence survey). Thus, some findings, par-
ticularly the major role of compositional effect on the
heterogeneity of HCFs for prevalence of infected pa-
tients with P. aeruginosa. should be confirmed using
multilevel longitudinal studies. In addition, the out-
come variable concerned infected patients, and not

the acquisition (colonmized and/or infected patients) of
P. aeruginosa. Second. available data did not allow
us to determine the intermediate level between the
patient level and the HCF level, 1.e. a middle level
such as the unit of hospitalization. The latter would
make it possible to better understand and model the
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8 H. Gbaguidi-Haore and others

patients’ ¢lose environment (i.e. other patients, health-
care workers and mmammate hospital environment).
Only the tvpe of hospitalization ward was known and
the vanable *hospitalization in ICU " which charac-
terizes a diagmostic as well as this middle level was
collapsed to patient level. However, no significant
random effect at HCF level was 1dentified with ths
factor. In other terms, the coefficient of the vanable
‘hospitalization in ICU" did not significantly vary
across HCFs (33/51 HCFs had at least one 1CL!).
Moreover, this variable was potentially biased because
in some cases, patients can be admitted to the ICU as
a consequence ol a severe P. geruginosa mfection.
Third. no data were available to assess some contex-
tual effects that could modify the nsk of cross-trans-
mission such as colonization pressure (other patients
colonized by P. aeruginosa or contamination of hos-
pital environment) and nurse-to-patient ratio. These
unchserved variables are part of the unexplained
heterogeneity between HCFs. Fourth, some indmidual
variables were not taken into account or were in-
cluded as aggregated data at HCF level, for pre-
viously stated reasons. Indeed, some invasive devices
{endotracheal tube, central venous catheter) are nsk
Factors for P. aeruginosa infections [1, 22] and can il-
lustrate the severity of underlyving illness. However,
these exposures were collected only lor the day of the
survey (except for the unnary catheter) and nothing
was recorded regarding the chronology of exposure in
relation to mfection. This means, that 1t was imposs-
ible to unequivocally characterize the association of
these exposures with the outcome ; ‘possible cause or
consequence’. This work was limited to HCFs with at
least 300 beds. This restriction was informed by find-
ings from Moineddin er al. [26] who recommended for
low prevalence events (< 10%) at least 50 groups with
group size (1.e. no. ol individuals per group) adjusted
such that the expected number of events in each group
should be = 1. In our study, we tried to comply with
this recommendation. To our knowledge, this is the
first study which mvestigates, at two levels (patient
and HCF), factors associated with P. aeruginosa in-
fection using a multilevel statistical approach.

In conclusion, multilevel analysis results suggesi
that a compositional effect (patient factors) rather
than a contextual effect {ecological Tactors) explains
the heterogeneity of the prevalence of patients in-
fected with P. aeruginosa in HCFs in the eastern re-
gions of France. This finding is in line with studies
that advocate a major role of endogenous flora in
P. aeruginosa infections.
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Le bacille pyocyannique est une bactérie devilennement mais peut étre commensal du
tube digestif. Pour les sujets en bonne sdhtaeruginosa est peu présent, avec seulement 2
a 10% de porteurs tandis que chez les sujets htispg ce taux peut atteindre 50%, voire
60% sur les plaies de brialures ou d’escarres (8pui3 I'émergence de cette espéce en tant
gue pathogéne opportuniste majeur, de nombreusdééndéips hospitalieres ont été décrites.
Le plus souvent les investigations menées au décder ces épidémies identifiaient
I'environnement hydrique des services comme résemponcipal de contamination des
patients. Saprophyte des environnements hydridiegr uginosa peut en effet survivre et se
multiplier sur des supports inertes humides (lagabwbinets, savons, nébulisateurs et
humidificateurs des appareils de ventilation), #aes solutions antiseptiques conservées trop
longtemps (ammoniums quaternaires, chlorhexidine).

De plus les études disponibles montrent tresomtajrement que les infections R
aeruginosa acquises en réanimation sont des infections tesd{gurvenant plus de 5 jours
apres I'admission) présumant ainsi de l'acquisitittnla souche dans le service considéré
(106, 174). Ainsi, a travers ces observations plegessionnels de I'hygiene ont une image
univoque de I'épidémiologie hospitaliere &e aeruginosa: pathogéne opportuniste, il est
responsable de grandes épidémies cataclysmiquedeshpatients fragiles contaminéa le
réseau d’'eau de I'hépital qui héberge ces clonédéapques souvent multirésistants aux

antibiotiques.

Pourtant, d’'une part, le délai de survenue uhdeltion ne préjuge pas nécessairement de
I'origine de la souche infectante (réservoir etevale transmission) et, d'autre part, la
présence concomitante de cette espece au nivdandieonnement des services et au niveau
des patients n’est pas suffisante pour affirmeadle de réservoir majeur de I'environnement
dans la survenue des cas dinfections (81, 98). dffet lidentité des souches
environnementales et des souches cliniques doit éémontrée. De plus, la présence
éventuelle des souches cliniques dans I'environnerimamédiat des patients peut étre la
conséquence de la colonisation du patient (a tsaletransport et I'élimination de divers

déchets biologiques du patient) plutét que d’&rsdurce de contamination de ceux-ci.

La consultation réguliere de la liste de dismusdNosobase’ permet de se convaincre de la
priorité absolue accordée par les hygiénistes dgiettord a la maitrise de la contamination de
I'eau devant une augmentation de l'incidence désciions aPseudomonas aeruginosa dans

un service de réanimation.
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D’ailleurs les dernieres recommandations natemaelatives a la prévention de la
transmission croisée apparaissent trés en retnalaglace du dépistage &e aeruginosa a
'admission en réanimation ou en cours de séjoudaic sur la place des précautions
complémentaires par rapport a l'importance accordaedépistage et aux précautions
complémentaires pour la maitrise du staphylocogué tsistant a la méticilline (136). Ces
recommandations limitent les indications de cesumessaux seules situations épidémiques

identifiees et liées a des souches résistantes.

La technique de Multi Locus Sequence Typing (ML$ermet I'étude de I'évolution
phylogénétique de nombreuses espéces bactérienoesnec Neisseria meningitidis,
Sreptococcus pneumoniae ou encoreSaphylococcus aureus (166-168). C’est une nouvelle
approche moléculaire dérivée de I'électrophoreseisi@enzymes. Le MLST est basé sur le
séquencage de 5 a 10 genes de ménage « house gkeggpias », importants dans le
métabolisme de la bactérie. Ces génes de ménagestadmes dans le temps, le taux de
mutation est faible et les alléles sont caraciftiss de chaque espece. PBuaeruginosa, la
technique de MLST a été développée et mise au pantCurran etl. en 2004 (169), puis
modifié par van Mansfeld R at en 2009 (170), ce travail tient lieu de référedans I'étude
de cette bactérie. Elle est basée sur I'analyssdmrencage nucléotidique du polymorphisme
de 7 génes domestiques répartis sur le chromos@uorien et conservés au cours de
I'évolution. Les résultats des études basées dtg neuvelle approche sont concordants et
montrent que quelques clones appartenant a des Wp8T bien définis et tres épidémiques
sont plus susceptibles d’acquérir de la résistanas I'effet de la pression antibiotique. Ainsi
du point de vue macro-épidémiologique, I'hypothed@ine population panmictique
(n’importe quelle souche peut devenir résistanie ppidémique dans un environnement tres
sélectif du point de vue de l'usage des antibi@sgjuest remise en cause et il plus probable
aujourd’hui que la capacité de diffusion d’'un clodétermine sa capacité a acquérir des
résistances nouvelles (34, 175-181).

L’oligoclonalité des souches est maintenant lwenfirmée : sur une incidence de base de
patients présentant une infection au cours deHeapitalisation liée a une souche d’origine
endogéne, incidence de base variant en fonctiorredwitement des patients vient se
surajouter des cas d’origine exogene lies a deshesuépidémiques ou micro-épidémiques
acquises en réanimation, l'incidence de ces derniariant dans le temps et dans I'espace

mais représentant globalement en moyenne 50% diudies cas (103, 104, 117, 132).
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Les investigations menées dans I'environnemegdtifpue des services d’hospitalisation au
moment de l'identification d’'un phénomene épidémeiae peuvent suffire a clarifier le réle
de celui-ci dans la survenue de I'épidémie. Inddpemment de la situation épidémiologique,
qui peut varier d’'un service a un autre et selopdaode, la mesure de la fréquence de
contamination des patients par l'environnement ioydr impose trois conditions
méthodologiques qui sont rarement réunies (2) :

- Il'identification de I'ensemble des patients col@siénfectés passe par la réalisation
de prélevements a visée épidémiologique chez esnps

- les préléevements des points d’eau doivent étre rgbsés et réalisés de facon
réguliére pour ‘encadrer’ la date de début de pitgitdes patients

- la comparaison des souches doit reposer sur urteodeétle typage possédant a la
fois une bonne reproductibilité et un fort pouviiscriminant, de ce point de vue le
profil de macrorestriction de 'ADN total par élemphorése en champ pulsé apparait
comme le ‘Gold Standard’ (110, 163)

Des quelques études prospectives disponiblest apgse en oeuvre ces trois principes
méthodologiques, il ressort aujourd’hui que sidke e I'environnement hydrique du service
joue un role indiscutable dans le risque d’acgoisit’une souche dB. aeruginosa, celui-ci
est tres surévalué puisqu’en moyenne seulement @88bacquisitions seraient d’origine
hydrique (1, 81, 103, 106).

Bien que la surveillance des infectionP.2aeruginosa en réanimation soit recommandée,
peu d’informations sont disponibles car les étudisponibles sont principalement centrées
sur la résistance de cette bactérie aux antibiesigll est par ailleurs difficile de comparer les
taux d’incidence entre hopitaux et services. Ewrtdffs differences observées peuvent étre
liées a des différences dues aux patients priharge (pathologies motivant I'hospitalisation
et gravité), au mode de prise en charge (invasd@é soins), a la pression antibiotique
exercée ainsi qu'a I'observance des mesures d’hggi@pproximativement 1% des patients
présente une infectionR aeruginosa au moment de leur admission en réanimation. Ce tau
tend a augmenter avec la durée d’hospitalisationyant atteindre 3%, 6,9% et méme 10%.
Les données Réa-Raisin 2007, incluant 22927 patrapportent un taux moyen d’infectés de
14,4%,P. aeruginosa étant impliqué dans 15,5% de I'ensemble des iitfiest soit 2,2% de

patients infectés B. aeruginosa.
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Cependant les seuls prélevements cliniques mmgtent pas de visualiser I'image
épidémiologique globale d®. aeruginosa et les prélevements épidémiologiques sont
indispensables pour caractériser le niveau d’encidmile cette espéce bactérienne dans les

services de réanimation.

Les études basées sur des prélevements sysigemtiapportent que de 2 a 13% des
patients sont colonisés a I'admission et que cg& tut atteindre 15% voire 44% durant
I'hospitalisation. Dans une étude récente, soussgrenous avons montré que dans notre CHU
pour un patient positif @seudomonas aeruginosa identifié par un prélevement a visée
diagnostique, il y avait 2 a 3 patients positifs ndentifiés en I'absence de prélevements de
dépistage. Sur ces données, il apparait que I'épadégie en réanimation deéseudomonas
aeruginosa n’était pas si différente de celle du staphylo@goré résistant a la méticilline
(SAMR), les infectés représentant la seule pantier§ée de l'iceberg, la partie immergée

n'étant mesurable qu’a travers le dépistage.

De plus nous avons pu montrer aussi I'apport piétevements a visée épidémiologique
dans l'identification de I'ampleur de la multirésisce aux antibiotiques puisque c’est a
travers ces préléevements systématiques que plustets des patients colonisé/infecté par
une souche multirésistante avait été détecté. Cettaiere étude suggere d'ailleurs que les
souches multirésistantes émergent principalemenmipaes clones deP. aeruginosa
endémiques moins résistants qui diffusent au seimaire hopital par transmission croisée
(100-103, 106, 110).

Conclusion

Les données épidémiologiques acquisesPsemdomonas aeruginosa dans les services de
réanimation depuis quelques années bouleversaradé univoque ancrée dans les esprits. Le
r6le potentiel de I'environnement hydrique commsergoir de contamination des patients est
confirmé mais sa part réelle dans 'acquisition desches en réanimation était clairement
surévaluée. Les données complémentaires sur lg deatette espece qui apparait maintenant
comme un commensal opportuniste et non plus seanteroemme un saprophyte de
I'environnement, sur la fréquence du portage chex mhtients non infectés et la probable
transmission directe fréquente de patient a patagyrochent cette espece, du fait aussi de sa
résistance naturelle a de nombreux antibiotiquass autres pathogenes hospitaliers

multirésistants aux antibiotiques dénommeés sotesrtainologie ‘BMR’.
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En tant que ‘BMR’ n'est-il pas temps de testefficacité d'uns stratégie globale de
prévention des infections qui a fait ses preuvesda gestion du SAMR avec dépistage et

application de précautions complémentaires auxaptéans standard ?
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